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Resume en francais 
DsrA est un petit ARN regulateur que Ton retrouve chez plusieurs especes bacteriennes, 
notamment Escherichia coli non-pathogene et pathogene. DsrA est exprime 
principalement lorsque la bacterie est dans un environnement temperature suboptimale 
(<37°0 gn concJitions d'expression de DsrA, on retrouve une forme pleine longueur de 
85 nucleotides et une forme tronquee de 60 nucleotides. II a ete montre que DsrA, dans sa 
forme pleine longueur ou tronquee, peut diminuer l'initiation de la traduction de l'ARNm 
hns, codant pour la proteine H-NS, un regulateur majeur de la transcription qui module 
pres de 5% des genes chez E. coli. Toutefois, les mecanismes impliques dans la 
repression traductionnelle d"hns par DsrA n'ont pas ete caracterises. Les travaux 
presentes dans ce memoire demontrent que DsrA bloque l'initiation de la traduction 
d'hns en s'appariant immediatement en aval du codon d'initiation de la traduction. De 
plus, DsrA provoque la degradation de l'ARNm hns en recrutant le complexe 
degradosome ARN. La RNase E, qui fait partie de ce complexe, va cliver l'ARNm au 
nucleotide 131 dans la region codante du gene, soit 80 nucleotides en aval de 
l'appariement entre hns et DsrA. Ce clivage va provoquer la degradation rapide de 
l'ARNm hns par les exoribonucleases de E. coli. Mes travaux de maitrise ont abouti a un 
modele d'action de DsrA sur hns qui pourrait inclure les autres cibles negatives de DsrA. 
De plus, ils suggerent que les sRNA semblent partager le meme mecanisme general de 
degradation des ARNm. Ces travaux demontrent egalement que l'extreminte 5' de DsrA 
tronque est monophosphate ce qui suggere un clivage par une ribonuclease. Toutefois 
aucune ribonuclease connue d'E. coli ne semble produire la forme tronquee de DsrA, 
bien que 1'exoribonuclease PNPase semble influencer sa degradation. 
Ces travaux demontrent egalement 1'impact des proteines RppH et CsdA dans la 
degradation de l'ARNm hns a 25°C, c'est-a-dire lorsque DsrA est naturellement exprime. 
Ces proteines sont importantes pour la stabilite de hns et pour sa degradation en presence 
de DsrA. Toutefois, le mecanisme d'action de ces proteines n'a pas ete determine. 
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Resume en anglais 
DsrA is a small regulatory RNA expressed when the bacterial cell is in a cold 
environment, outside bacteria hosts. It is found in several bacterial species, including 
pathogenic and nonpathogenic Escherichia coli. Two forms of DsrA were observed, a 
full length form of 85 nucleotides and a truncated form of 60 nucleotides. It was shown 
that DsrA, full-length and truncated forms, blocks hns mRNA translation. The mRNA 
hns encodes the protein H-NS, a major regulator in E. coli, affecting nearly 5% of genes. 
However, the mechanisms involved have not been characterized. The work presented in 
this dissertation shows that DsrA blocks translation of hns mRNA by basepairing 
immediately after the start codon the gene. In addition, DsrA provokes hns mRNA 
degradation by recruiting the RNA degradosome complex. RNase E, which is part of the 
complex, cleaves the mRNA at nucleotide 131, 80 nucleotides downstream of DsrA 
paring, in the coding region of the gene. This cleavage causes the rapid degradation of 
hns mRNA by the exoribonucleases of E. coli. The work presented here led to a model of 
DsrA action on hns, which could be the same for the other putative negative targets of 
DsrA. This study also demonstrates that although the 5' end of truncated DsrA is 
monophosphate, no common E. coli ribonuclease appears to promote the truncated form 
of DsrA, although the exoribonuclease PNPase seems to influence its degradation. 
This study also shows the impact of RppH and CsdA proteinson the degradation of hns 
mRNA at 25°C,when DsrA is normally expressed. These proteins are important for hns 
stability and its degradation in the presence of DsrA. However the mechanism of action 
of these proteins has not been found yet. 
Keywords : DsrA, hns, degradosome, Hfq, RNase E, small RNA 
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Chapitre 1. Introduction 
1.1 Les sRNA bacteriens 
La comprehension du fonctionnement des cellules, autant eucaryotes que procaryotes, est 
essentielle au developpement de nouvelles technologies ainsi qu'a la decouverte de 
nouvelles therapies pour combattre le cancer ou les infections. Le controle de 
1'expression genique est un des aspects centraux des fonctions cellulaires. Les premieres 
evidences de regulation de 1'expression genique chez les cellules remontent a plusieurs 
decennies (Jacob et Monod 1961). Malgre le travail accompli depuis, les mecanismes 
d'expressions geniques demeurent incomplets, car de nouveaux facteurs s'ajoutent 
regulierement aux modeles precedents. 
Plusieurs annees apres la publication de Jacob et Monod, on considerait la regulation 
genique comme principalement le fruit du travail de proteines regulatrices. Toutefois, 
depuis une quinzaine d'annees, les sRNA ont ete reveles comme des joueurs majeurs 
dans la regulation transcriptionelle et post-transcriptionelle des genes, et ce, tant chez les 
procaryotes que les eucaryotes. Chez les eucaryotes, les microRNAs (miRNAs) sont 
souvent impliques dans le developpement des organismes (McManus et Sharp 2002). 
Chez les procaryotes, on retrouve les sRNA, qui sont importants, entre autres, pour la 
regulation transcriptionelle et traductionnelle des ARNm de meme que l'activite de 
certaines proteines (Revu dans Gottesman et Storz 2010). 
Les premiers sRNA encodes sur le chromosome ont ete decouverts chez les bacteries au 
milieu des annees 1960. On doit leur decouverte a leur grande abondance dans la cellule 
et non pas a une mutation fortuite dans un des genes codant ces ARN, comme ce fut le 
cas pour la decouverte de beaucoup de proteines (Hindley 1967; Ikemura et Dahlberg 
1973; Wassarman 2002). Toutefois, la premiere description de la fonction d'un de ces 
sRNA n'a ete decrite que quelques annees plus tard pour le sRNA MicF qui regule 
negativement l'ARNm ompF (Coleman et al, 1984; Mizuno et ai, 1984). En parallele, 
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plusieurs ARN non-codants avaient aussi ete decouverts encodes sur les phages et les 
plasmides (Stougaard et al., 1981; Tomizawa et Itoh 1981). Fait a noter, chez les phages 
et les plasmides, les sRNA sont generalement situes sur le brin oppose de la cible et 
fonctionne en cis, alors que ceux situes sur le chromosome bacterien fonctionnent le plus 
souvent en trans (Wagner et Brantl 1998). 
Lorsque les scientifiques ont commence a etudier de plus pres ces molecules, plusieurs 
nouvelles methodes d'analyses ont ete developpees. La plupart des nouvelles methodes 
consistent en l'etude a grande echelle des genomes bacteriens. Premierement, des equipes 
ont cherche des structures dans les regions non-codantes du genome possedant des 
caracteristiques connues des sRNA : un promoteur et un terminateur transcriptionnel 
relativement proches l'un de l'autre (Argaman et al., 2001; Chen et al., 2002). 
Deuxiemement, une equipe a compare les regions conservees entre les cadres de lectures 
dans les genomes de plusieurs especes bacteriennes proches. Puisque les sRNA ont une 
forte conservation de sequence (relativement aux genes codant des proteines), ils peuvent 
etre facilement identifies parmi la totalite des transcrits cellulaires. Par la suite, 
l'expression des sRNA potentiels a ete confirmes par l'utilisation de micropuces a ADN 
et Northern blot (Wassarman et al., 2001). Troisiemement, une equipe a combine 
l'immunoprecipitation de la proteine chaperonne Hfq (connue pour s'attacher 
specifiquement aux sRNA) et l'utilisation de micropuces a ADN afin d'identifier 
plusieurs nouveaux sRNA chez E. coli (Zhang et al., 2003). Finalement, une analyse par 
« deep-sequencing » des ARNm et sRNA lies a Hfq a aussi ete realisee recemment 
(Sittka et al., 2008). Grace a ces etudes et l'utilisation d'analyses in silico, on estime 
presentement a environ 200 le nombre de sRNA chez E. coli (Gottesman et Storz 2010). 
1.1.2 Roles des sRNA dans la cellule 
Les bacteries utilisent les sRNA afin de repondre et s'adapter a divers changements dans 
leur environnement. Une carence nutritionnelle, un changement de temperature, la 
presence de derives reactifs de l'oxygene et les differentes phases de croissance d'une 
population bacterienne sont tous des stress qui affectent l'expression de differents sRNA. 
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II est beaucoup plus avantageux pour les bacteries d'utiliser les sRNA plutot que des 
proteines, puisque les sRNA sont beaucoup plus rapides a produire pour repondre au 
stress et leur synthese requiert moins d'energie, car TARN n'a pas a etre traduit pour agir 
(Altuvia et al., 1997). Par la suite, ils peuvent aussi etre detruits plus rapidement lorsque 
l'homeostasie est retablie. De plus, les ribonucleotides peuvent etre ensuite reutilises pour 
produire d'autres molecules d'ARN. 
1.1.3 Survol des dif!£rents mecanismes des sRNAs 
Les sRNA fonctionnent selon differents mecanismes. Ils peuvent agir sur un ARNm ou 
sur une proteine selon la nature du sRNA et de sa cible. Lorsqu'ils agissent sur une 
proteine, les sRNA vont souvent imiter le substrat de la proteine afin de la sequestrer. Par 
exemple, le petit ARN 6S forme une structure double-brin qui imite un promoteur 
«housekeeping» afin de pouvoir lier l'ARN polymerase portant le facteur de 
transcription a70 (housekeeping)(voir Fig 1A). Ainsi en presence du sRNA 6S, la 
polymerase ARN portant le facteur a70 sera alors sequestree, ce qui favorisera Taction des 
autres ARN polymerases portant des facteurs de transcription secondaires, tels os (phase 
•JT 
stationnaire) ou a (heat-shock)(Wassarman et Storz 2000). Ainsi, le profil d'expression 
des genes de stress 
B. Le sRNA bloque la traduction A. Le sRNA sequestre la proteine 












Figure 1 Modes d'action des sRNA stabiliser 
sera stimule 
(Wassarman et Storz 
2000). 
Lorsqu'ils agissent 
sur les ARNm, les 
sRNA agissent en cis 
ou en trans et 
peuvent avoir trois 
effets distincts. Ils 
peuvent lier en 3' de 
l'ARN messager et le 
en empechant sa 
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degradation (Opdyke et al., 2004). lis peuvent egalement changer la structure de l'ARNm 
dans sa region 5'-UTR et ainsi permettre la traduction de l'ARNm qui, en absence du 
sRNA, est bloquee par une tige-boucle sur le site d'appariement des ribosomes 
(Majdalani et al., 1998; Prevost et al., 2007). Finalement, les sRNA peuvent entrainer la 
degradation de 1'ARNm cible (Masse et al., 2003). Ce dernier mecanisme est au cceur de 
mon projet de maitrise et fera l'objet d'une plus longue introduction. 
1.1.4 Degradation des ARNm provoquee par les sRNA 
La degradation des ARNm par les sRNA peut etre passive ou active. Les sRNA peuvent 
bloquer la traduction, ce qui en soit est suffisant pour initier une degradation relativement 
lente de l'ARNm, une degradation passive) qui prendra plusieurs minutes, car ils ne sont 
plus proteges des RNases par les ribosomes. Plusieurs sRNA peuvent aussi, en plus de 
bloquer 1'initiation de la traduction, recruter le degradosome ARN, un complexe compose 
de la ribonuclease E, de l'helicase RhlB, d'une enolase et de la PNPase et alors provoquer 
une degradation plus rapide de l'ARN, en 1 a 2 minutes (Miczak et al., 1996; Py et al., 
1996) (Voir section 1.3 pour plus de details). 
Un des premier sRNA a avoir ete etudie est DsrA. II peut agir selon differents modes 
d'actions, soit pour augmenter ou diminuer la traduction, selon l'ARNm cible. Bien qu'il 
soit le sujet d'etudes depuis une quinzaine d'annees, sont mecanisme d'action sur 
certaines de ses cibles n'a pas ete determines. 
1.2 Le sRNA bacterien DsrA 
DsrA est un petit ARN regulateur d'environ 85 nucleotides qui a ete decouvert en 1995 
lors de recherche sur la regulation de la formation de la capsule chez E. coli (Sledjeski et 
Gottesman 1995). Puisque le gene dsrA a ete localise en aval du gene RcsA sur le 
chromosome de E. coli, on lui a donne le nom de dsrA, downstream region RcsA. Les 
auteurs ont remarque que 1'expression de dsrA semblait augmenter la transcription de 
RcsA en bloquant Taction du represseur global H-NS. L'expression de rcsA est 
normalement reprimee par la proteine H-NS (Sledjeski et Gottesman 1995). 
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On retrouve le gene dsrA, dont la sequence est plutot conservee (90%), chez plusieurs 
autres organismes bacteriens notamment Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, 
Salmonella enterica et Citrobacter sp. Tout comme sa sequence, la structure secondaire 
de DsrA est tres conservee ce qui suggere qu'elle est importante pour sa fonction 
(Majdalani et al, 2005). 
Inhibition of Transcription 
HNS tranrtatton termination 
C U xj 
G U C C 
Stimulation of U-A C A 
RpoS translation A (J-Q 
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protection 
Figure 2. Structure du petit ARN regulateur DsrA (Adapte de Majdalani et al. 2005) 
La structure secondaire du petit ARN DsrA a ete caracterisee in vitro et in silico (Lease et 
Belfort 2000; Sledjeski et Gottesman 1995). La structure est composee de trois tiges-
boucles (Figure 2), dont la premiere permet Taction sur l'ARNm rpoS, la deuxieme 
permet Taction sur l'ARNm hns et la troisieme est une boucle de terminaison de la 
transcription. La region simple brin entre la premiere et la deuxieme tige-boucle permet 
Tattachement de la proteine chaperonne Hfq (voir Section 1.2) (Lease et Belfort 2000; 
Lease et al., 1998; Majdalani et al, 1998; Moll et al., 2003). 
Lors de son analyse par buvardage de type Northern, on retrouve egalement une forme 
tronquee de DsrA d'environ 60 a 61 nucleotides (Repoila et Gottesman 2001). Cette 
forme de DsrA peut agir sur hns mais est incapable de lier rpoS, puisqu'il lui manque la 
premiere tige boucle (Lease et al., 1998; Majdalani et al., 1998). Malgre que Torigine de 
DsrA tronque demeure toujours inconnue, il est toutefois peu probable qu'il s'agisse d'un 
second promoteur (Repoila et Gottesman 2001). La forme tronquee pourrait etre le fruit 
d'un clivage par une ribonuclease au site RNAse E indiquee a la figure 2. 
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Des etudes de la demi-vie de DsrA ont permis de determiner que la presence d'Hfq est 
necessaire a la stabilite des deux formes de DsrA. La demi-vie de DsrA pleine longueur 
passe de trente minutes dans une souche sauvage a moins d'une minute dans un mutant 
hfq (Sledjeski et al., 2001). La stabilite de DsrA pleine longueur est egalement 
dependante de la temperature (Repoila et Gottesman 2001). A basse temperature (25°C) 
DsrA est stable mais il est instable a haute temperature (37°C & 42°C) (Repoila et 
Gottesman 2001). 
L'expression de dsrA est regulee par au moins deux elements. Le premier est la proteine 
LeuO, qui inhibe la production de dsrA en se liant entre les nucleotides -64 et -46 du 
promoteur du gene dsrA (Repoila et Gottesman 2001). La transcription du gene leuO est 
inhibee par H-NS (Klauck et al., 1997). Le second element controlant l'expression de 
dsrA est la temperature qui affecte directement le promoteur, sans qu'aucun facteur de 
transcription ne soit associe a cette regulation (Repoila et Gottesman 2003). Cette 
influence directe de la temperature sur l'expression de dsrA agit comme un thermometre 
avertissant la bacterie lorsque celle-ci se retrouve a l'exterieur de l'hote. De plus, des 
conditions de croissance en pH acide ont ete demontrees comme stimulant l'expression 
de DsrA. En effet, dsrA a ete identifie comme un gene tres important pour la survie 
cellulaire dans un milieu a pH 2 (Lease et al., 2004). Neanmoins, le mecanisme reste 
obscur puisqu'aucun facteur de transcription dependant du pH n'a ete identifie jusqu'a 
maintenant et l'impact du pH sur la structure du promoteur de dsrA n'a pas ete etudie non 
plus. 
1.2.1 Thermoregulation de l'expression de DsrA 
Comme mentionne ci-haut, l'expression et la stabilite de DsrA sont dependantes de la 
temperature. II a ete etabli que la basse temperature entraine un changement dans la 
geometrie du promoteur, ce qui permet 1'initiation de la transcription du gene dsrA par 
1'ARN polymerase. Par contre, 1'elongation de la transcription ne semble pas affectee par 
la temperature (Repoila et Gottesman 2001; Repoila et Gottesman 2003). 
Les elements importants du promoteur de dsrA pour sa thermoregulation se retrouvent 
dans les trente-six nucleotides precedant le +1 transcriptionnel. II s'agit de la sequence du 
15 
-10 (TAAGGT) et l'espaceur « spacer » (17 bp) (Repoila et Gottesman 2003). Le 
promoteur de dsrA est beaucoup moins efficace a haute temperature (37°C et 42°C) qu'a 
faible temperature (25°C). Si la sequence de la region -10 du gene dsrA est modifiee par 
mutagenese, le gene est toujours exprime et la temperature n'aura plus d'effet significatif 
(Repoila et Gottesman 2001). Fait a noter, la region du -35 et du site d'initiation 
amplifient l'effet de la temperature (Repoila et Gottesman 2003). Globalement, la 
geometrie de la region -10 et le surenroulement de l'ADN local sont les principaux 
facteurs influant 1'initiation de la transcription thermo dependante du promoteur dsrA 
(Repoila et Gottesman 2003). 
1.2.2 Regulation de RpoS par DsrA 
RpoS (as), est la sous-unite de TARN polymerase impliquee dans la reponse a differents 
stress environnementaux, done responsable de la survie de la cellule durant ces stress et 
durant la phase stationnaire de croissance (Hengge-Aronis 2000; Lange et Hengge-Aronis 
1991). Le facteur as active la transcription d'environ 500 genes, soit 10% du genome de 
E. coli (Weber et al., 2005). 
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La regulation de 1'expression de c est tres complexe. Le gene peut etre controle au 
c 
niveau transcriptional, post-transcriptionnel et traductionnel. La proteine o est regulee 
c 
par la proteine RssB, qui, une fois phosphorylee, va se lier a o provoquant ainsi sa 
degradation par la protease ClpXP (Zhou et al., 2001). Dependamment de 
l'environnement, au moins quatre differents sRNA peuvent agir sur la traduction du gene 
rpoS : (1) DsrA a basse temperature; (2) RprA lors d'un stress osmotique a la membrane; 
(3) OxyS lors d'un stress oxydatif et (4) ArcZ en milieu aerobique (Majdalani et al., 
2002; Mandin et Gottesman 2010; Zhang et al., 1998). 
L'effet de DsrA sur l'ARNm rpoS est bien documente. L'ARNm rpoS est une cible 
positive de DsrA, e'est-a-dire que le petit ARN permet d'augmenter le niveau de 
traduction de l'ARNm rpoS. Regie generale, RpoS est peu present dans la cellule lors de 
c 
la phase exponentielle. Pourtant a basse temperature la quantite de a augmente durant 
cette phase grace a l'expression accrue de DsrA (Sledjeski et al, 1996). 
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Pour augmenter le niveau de traduction de rpoS, DsrA modifie la structure du 5'-UTR de 
cet ARNm. L'ARNm rpoS possede dans son extremite 5-UTR une tige-boucle qui 
reprime sa traduction lorsque DsrA est absent (voir Figure 3) (Brown et Elliott 1997). 
Lorsque DsrA est exprime, il s'apparie a l'un des brins formant la tige et libere le site de 
liaison des ribosomes, permettant ainsi la traduction de l'ARNm rpoS (Lease et al, 1998; 
Majdalani et al, 1998). 
DsrA permet egalement d'augmenter la stabilite de rpoS. Cela s'explique par un 
changement de l'emplacement d'un 
clivage de la RNase III, une 
endoribonuclease qui clive l'ARN double 
brin. Le site de clivage en absence de 
DsrA se trouve dans le 5'-UTR de rpoS, 
empechant ainsi toute traduction. En 
presence de DsrA, le clivage se retrouve 
dans I'appariement DsrA-rpoS, ce qui 
permet a l'ARNm de rester intact et d'etre 
traduit (McCullen et al, 2010; Resch et 
al, 2008). 
Une cible additionnelle de DsrA est hns qui encode la proteine H-NS, un regulateur 
transcriptional global reprimant l'expression d'une centaine de genes (voir section 
1.5)(Williams et Rimsky 1997). DsrA se lie a l'ARNm hns en s'appariant pres de son site 
d'initiation de la traduction (Figure 9). En mutant quatre nucleotides dans cet 
appariement, on perd l'effet de DsrA sur hns (Lease et al., 1998). Puisque DsrA diminue 
l'expression de H-NS, on observe une derepression des cibles negatives de H-NS lorsque 
DsrA est surproduit (Lease et al, 1998; Sledjeski et Gottesman 1995). 
Bien que certaines evidences sur 1'impact de DsrA sur l'ARNm et la proteine de hns aient 
ete publiees, il n'a pas ete determine par quel mecanisme DsrA affecte hns. Aucune etude 
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Figure 3. Mode d'action de DsrA sur 
rpoS. Une fleche pleine indique un clivage 
par la RNAse III (Resch et al, 2008)(A) 
DsrA est absent et la traduction est 
bloquee. (B) DsrA est present et la 
1.2.3 Regulation de H-NS par DsrA 
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n'a pu determiner si DsrA se lie a hns pour simplement arreter la traduction ou s'il se lie 
pour provoquer la degradation de l'ARNm en recrutant le degradosome. Pour plus de 
details sur la proteine H-NS voir la section 1.5. 
1.3 La proteine chaperonne Hfq 
Chez E.coli, Hfq est une petite proteine 
tres abondante, de l'ordre de 50 000 a 60 
000 copies par cellule (Kajitani et al, 
1994). Dans la cellule, Hfq forme un 
hexamere circulaire de 66 kDa (Moller et 
al, 2002; Zhang et al., 2002). Chaque 
monomere a un poids moleculaire de 11.2 
kDa et est compose 102 acides amines. 
Suite a des etudes sur les phages dans les 
annees 1960, Hfq fut caracterisee comme 
une proteine necessaire a la replication du 
CurrwK Opinion in Mkiubiotagy 
Figure 4. Structure de Hfq, a partir 
d'etude sur plusieurs especes 
(Brennan et Link 2007). 
phage a ARN QP d'ou le nom Hfq : « Host 
factor for phage Qp » (Franze de Fernandez 
et al., 1968). Plusieurs orthologues de Hfq 
ont ete retrouves chez pres de la moitie des 
souches bacteriennes dont le genome est sequence, tant chez les bacteries Gram negatif 
que Gram positif (Sun et al., 2002; Valentin-Hansen et al, 2004). 
Une souche mutante pour hfq presente plusieurs phenotypes puisque l'expression de plus 
de cinquante proteines est modifiee. La croissance est ralentie et la bacterie devient plus 
sensible aux elements mutagenes comme les rayons ultraviolets et les agents oxydants 
(Brown et Elliott 1996; Muffler et al., 1996; Muffler et al, 1997; Tsui et al., 1994). Chez 
les especes pathogenes la virulence est diminuee, notamment pour Salmonella sp, Listeria 
monocytogenes, E. coli enterohemorragique et E. coli uropathogene (Brown et Elliott 
1996; Christiansen et al., 2004; Hansen et Kaper 2009; Kulesus et al., 2008). Lorsque la 
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virulence est diminuee, ce sont principalement des genes relies a la motilite, a 
l'exportation des toxines et a la formation de biofilm qui sont touches (Chao et Vogel 
2010). 
Le gene de hfq se situe sur un long transcrit polycistronique de sept genes dont 
1'expression depend de trois promoteurs cj -dependant (heat-shock) et quatre promoteurs 
70 • 
CT -dependant (housekeeping). De plus, l'expression de la proteine Hfq est sujette a une 
boucle de retro-inhibition en se liant a deux sites situes sur son propre ARNm, inhibant 
ainsi sa traduction (Tsui et al., 1997; Vecerek et al., 2005). Differentes equipes ont etudie 
l'expression de la proteine Hfq durant la croissance cellulaire. La quantite de Hfq 
augmente en fonction de la vitesse de croissance durant la phase exponentielle dans un 
milieu riche (Ali Azam et al., 1999). Toutefois, l'expression de Hfq chute en phase 
stationnaire. 
La structure de Hfq a ete etudiee par plusieurs equipes, chez E. coli, Pseudomonas 
aeruginosa et Staphylococcus aureus (Nikulin et al., 2005; Sauter et al., 2003; 
Schumacher et al, 2002; Zhang et al, 2002). Tel que demontre en Figure 4, les 
monomeres d'Hfq s'associent pour former un complexe proteique en forme d'anneau 
(Zhang et al, 2002). Ce type de structure ainsi que les sites de liaison a l'ARN, Sml et 
Sm2, est typique de la famille de proteines Sm/Sm-like (Seraphin 1995). Presentes chez 
les eucaryotes, les archaebacteries et les bacteries, les proteines Sm sont impliquees dans 
plusieurs processus de maturation des ARN (Pannone et Wolin 2000). Etant donne 
l'affmite de la proteine Hfq pour l'ARN, il n'est pas etonnant qu'elle soit impliquee dans 
les mecanismes relies aux sRNA. 
1.3.1 Hfq, son role de chaperonne ARN et les sRNA bacteriens 
L'interaction entre Hfq et les sRNA a ete observee pour la premiere fois avec le sRNA 
OxyS (Zhang et al., 1998; Zhang et al, 2002). Par la suite, des essais in vitro ont 
clairement demontre que plusieurs sRNA lient Hfq (Revu dans Valentin-Hansen et al, 
2004). 
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Generalement, Hfq va se lier sur un site A-U riche simple brin borde par une tige-boucle 
(Moll et al, 2003; Zhang et al, 2002; Zhang et al.. 2003). Cette liaison peut servir entre 
autres a proteger le sRNA d'un clivage par une ribonuclease comme la RNase E (Brescia 
et al, 2004; Zhang et al., 2003). En effet, en absence de Hfq, la demi-vie de plusieurs 
sRNA est diminuee (Masse et al, 2003; Moller et al, 2002). Hfq augmente sensiblement 
la stabilite de DsrA en se liant sur la region riche en A-U entre les tiges-boucle I et II, ce 
qui empecherait la RNase E de degrader DsrA (Brescia et al., 2003). 
Hfq est egalement importante pour l'appariement de plusieurs sRNA avec leurs cibles. En 
absence de Hfq {hfql), il a ete demontre que DsrA n'augmentait que tres legerement 
l'expression de RpoS alors que dans une souche sauvage l'augmentation etait tres forte 
(Figure 5) (Brown et Elliott 1996; Muffler et al, 1996; Sledjeski et al, 2001). 
1.3.2 Role central de Hfq pour le 
wild-type hfql 
w , w mecanisme de plusieurs sRNA 
<•? </" <3-° </" 
„ Etant donne le role critique de Hfq dans la 
RpoS -• mmmUb ** fonction des sRNA, une approche par 
coimmunoprecipitation a ete realisee avec 
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Figure 5. Impact de DsrA sur le niveau Hfcl afm de decouvrir de nouveaux sRNA. 
de RpoS dans une souche sauvage et un Ces etudes ont permis de trouver de une 
mutant hfql (Sledjeski et al., 2001). 
vingtaine de sRNA potentiels inconnus 
jusqu'alors (Zhang et al, 2003) 
Malgre 1'importance de Hfq pour les sRNA, il est encore difficile de determiner 
precisement son mecanisme d'action dans les appariements sRNA-ARNm. Les essais 
conduits in vitro ne permettent pas jusqu'a maintenant de vraiment tirer de conclusion 
(Majdalani et al., 2005). Toutefois, plusieurs hypotheses ont ete formulees. L'hypothese 
la plus probante soutient que Hfq se lierait au sRNA des sa transcription. Ensuite, la 
proteine Hfq dans le complexe sRNA-Hfq s'attacherait a une cible ARNm. Le sRNA et 
sa cible ARNm seraient ainsi rapproches par Hfq, facilitant l'appariement des sequences 
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complementaires (Arluison et al, 2007; Kawamoto et al, 2005; Lease et Woodson 
2004). 
Pour lier les ARN, Hfq pourrait egalement former un dimere d'hexamere, car il a ete 
observe que pour une molecule d'ARN on retrouve deux hexameres d'Hfq (dodecamere) 
(Mikulecky et al, 2004; Sun et Wartell 2006). Dans ce cas, il y aurait deux possibilites. 
La premiere est que chaque ARN lierait un hexamere different et le rapprochement se 
ferait lorsqu'il y a formation du dodecamere d'Hfq. La deuxieme possibility est que Hfq 
serait assemble en dodecamere et les ARNs se liraient sur chacune des faces disponibles 
de Hfq. 
Hfq est un element essentiel pour les sRNA et leurs fonctions regulatrices. Toutefois, il 
ne s'agit pas du seul element proteique important pour ces ARN. Le degradosome ARN 
joue lui aussi un role primordial dans la degradation des ARN cibles par les sRNA. 
1.4 Le degradosome ARN chez E. coli 
1.4.1 Composition du degradosome ARN 
Le degradosome ARN a ete decouvert lors de la purification et la caracterisation de la 
ribonuclease E et de la PNPase (Carpousis et al., 1994; Ehretsmann et al., 1992; Py et al., 
1994). La composition du degradosome a ete determinee notamment par la copurification 
des proteines attachees a la RNase E (Butland et al, 2005; Carpousis et al., 1994; 
Ehretsmann et al., 1992; Py et al., 1996). Le degradosome est generalement compose 
d'un tetramere de ribonuclease E, de l'helicase RhlB, d'un trimere de PNPase et d'un 
dimere d'enolase (Miczak et al., 1996; Py et al., 1996). La formation du tetramere de 
RNase E serait tres importante pour la formation du site catalytique (Callaghan et al, 
2005). On retrouve parfois d'autres proteines liees a la RNase E mais leur liaison semble 
transitoire et dependante de la phase de croissance de la cellule et de l'environnement. On 
parle alors de degradosome alternatif. 
Dans le degradosome ARN, la PNPase est une exoribonuclease 3'—> 5' qui phosphoryle 
les liens phosphodiester de l'ARN pour le degrader (Grunberg-Manago et al., 1955). 
RhlB fait partie de la famille des helicases DEAD-box. Celles-ci se lie a l'ARN et le 
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deroule sur quelques nucleotides en utilisant l'ATP afin de faciliter Taction de la PNPase 
(Linder 2006; Tanner et Linder 2001). Lorsque la PNPase rencontre une structure forte 
dans TARN, comme des tiges-boucles, RhlB va ouvrir ces structures pour permettre a la 
PNPase de continuer a degrader (Coburn et al., 1999; McLaren et al., 1991; Newbury et 
al., 1987; Py et al, 1996). 
L'enolase est une proteine impliquee dans la catalyse du 2-phosphoglycerate. II a ete 
suggere que l'enolase a pour fonction de sentir l'etat energetique de la cellule puisqu'elle 
semble affecter l'entree dans la cellule de plusieurs sources de carbone (Bernstein et al., 
2002; Bernstein et al., 2004). Dans le cas du systeme petit ARN-ARNm ptsG-SgrS 
l'enolase permet une degradation rapide de 1'ARNm ptsG (Morita et al., 2004). Une 
grande partie de l'enolase presente dans la cellule n'est pas liee au degradosome, mais est 
plutot libre dans le cytoplasme (Liou et al., 2002; Py et al., 1996). 
1.4.2 Role du degradosome ARN chez E. coli 
Le degradosome ARN chez E. coli a deux fonctions principales. La premiere est 
d'entrainer la degradation des ARNm (Bernstein et al., 2002; Bernstein et al., 2004). Son 
deuxieme role consiste en la maturation des ARN ribosomaux. II a ete demontre que le 
domaine catalytique de la RNase E est le seul domaine de la proteine necessaire a la 
maturation des ARN ribosomaux (Lopez et al., 1999; Ow et al., 2000). Etant donne ces 
deux roles physiologiques majeurs, le degradosome ARN est essentiel pour la survie de la 
cellule. En effet, un mutant de deletion pour le gene rne n'est pas viable, bien que des 
formes tronquees de la RNase E le soient (Apirion et Lassar 1978; Kido et al., 1996; 
Vanzo et al., 1998). Toutefois, il n'a pas ete possible pour le moment de determiner hors 
de tout doute si le caractere essentiel de la RNase E etait du au role de degradation des 
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Figure 6. Structure schematique de la RNase E et du degradosome. (A) Schema de la 
RNase E (Marcaida et ah, 2006). Le domaine N-terminal possede le site de clivage de 
l'ARN. Le domaine d'echafaudage possede les sites de liaison a l'ARN (RBD) et aux 
autres proteines du complexe du degradosome ARN. (RhlB, Eno, PNPase) (B) Structure 
proposee pour le degradosome ARN(Carpousis 2007). La degradosome serait compose 
de quatre RNase E reliees au niveau du noyau catalytique. Les autres composantes sont 
lies aux domaines d'echafaudages en homodimeres, homotrimeres ou en monomere. 
1.4.3 La ribonuclease E 
La proteine RNase E de 1016 acides amines peut etre divisee en deux domaines 
importants. Le domaine catalytique en N-terminal et le domaine d'echafaudage en C-
terminal. Le domaine catalytique contient le site de liaison de l'ARN et le site actif 
ribonucleolytique de la RNase E. 
Contrairement au domaine catalytique, le domaine d'echafaudage est non structure. 
Celui-ci contient deux sites de liaison a l'ARN ainsi que trois sites de liaison pour les 
autres proteines du degradosome (voir figure 5 A) (Coburn et ah, 1999; Kaberdin et al., 
1998; Vanzo et al., 1998). La partie C-terminale n'est pas necessaire a l'activite de la 
RNase E mais, sans elle, le degradosome n'est pas forme et la degradation de l'ARN est 
beaucoup moins efficace. 
La RNase E reprime sa propre expression afin de conserver un niveau viable de 
1'endoribonuclease dans la cellule (Schuck et al., 2009). Jusqu'a ce jour, c'est le seul 
regulateur transcriptionnel connu de l'ARN me. L'activite ribonuclease de la proteine 
peut etre regulee par differents facteurs. Par exemple, les proteines RraA et RraB inhibent 
l'activite de la RNase E en se liant a son domaine non-catalytique (domaine 
d'echafaudage) (Gao et ah, 2006; Lee et ah, 2003). 
La ribonuclease E est une endoribonuclease de la famille RNase E/G. Elle clive l'ARN 
simple brin, preferentiellement dans une region riche en adenosine et uracile (McDowall 
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et al., 1994). De plus, plusieurs etudes ont demontre une preference pour l'ARN dont 
l'extremite 5' ne contient qu'un groupement phosphate (Celesnik et al, 2007; Jourdan et 
McDowall 2008; Mackie 1998). Recemment, certains ARNm ont ete demontres pour etre 
dephosphoryles in vivo par la proteine RppH, ce qui les rendraient particulierement 
susceptibles a la degradation par la RNase E (Deana et al, 2008). II a egalement ete 
suggere recemment que la RNase E ne necessiterait pas absolument un 5'-monophosphate 
pour cliver et que plusieurs regions simple brin sur un ARNm, se liant a la RNase E, 
seraient suffisantes pour provoquer la degradation (Baker et Mackie 2003; Kime et al, 
2010). Cela pourrait expliquer la degradation des ARN qui ne sont pas 5'-
monophosphate, ou independants de RppH. 
a Primary •ndorlbonuclMM clMvag* b Secondary cxoribonuclMM digestion 
Figure 7. Degradation de l'ARN par le degradosome chez E. coli. (A) La RNase E 
degrade l'ARNm en clivant un site a 1'interieur de l'ARNm (endoribonucleolytique). (B) 
Les fragments generes par la RNase E sont par la suite clives par des exoribonucleases. 
Pour degrader son substrat, la RNase E lierait l'ARN en deux points. Un premier contact 
se fait entre le site de reconnaissance de la RNase E et l'extremite 5'-monophosphate de 
l'ARN. Ensuite, le site actif de la RNase E se lie au site de clivage de l'ARN pour le 
couper (Bouvet et Belasco 1992; Callaghan et al, 2005; Mackie 1998). Les fragments 
produits sont par la suite degrades en nucleotides par les exoribonucleases comme la 
PNPase (Carpousis 2007). 
1.4.4 Le degradosome ARN et les sRNA bacteriens 
La premiere evidence que le degradosome ARN est responsable de la degradation des 
ARNm cibles par les sRNA fut demontre en 2003 (Masse et al, 2003). Lorsqu'un sRNA 
s'apparie a une cible negative, il y a recrutement du degradosome ARN et l'ARNm 
comme le sRNA sont degrades de maniere stoechiometrique (Masse et al, 2003). En 
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grandement ralentie, mais c'est en absence de la RNase E que Teffet est le plus frappant. 
Lorsqu'elle lie des sRNA, la proteine Hfq prefere des sites semblables a un site de 
clivage par la RNase E, ce qui les protegerait d'un clivage non specifique quand ils ne 
sont pas apparies a une cible (Moll et al, 2003). Ce site pourrait etre libere apres 
l'appariement avec une cible ARNm (Masse et al, 2003). Certaines etudes suggerent 
aussi que Hfq recrute les complexes sRNA-ARNm au degradosome pour permettre une 
degradation plus efficace (Butland et al, 2005; Kawamoto et al., 2005; Morita et al., 
2003; Morita et al., 2005) 
1.5 La proteine H-NS 
Des etudes a grande echelle ont montre que H-NS controle la regulation directe ou 
indirecte d'environ 160 genes (Hommais et al., 2001). H-NS est une proteine de 15 kDa, 
liee au chromosome (Durrenberger et al., 1991; Varshavsky et al., 1977) et relativement 
abondante, de l'ordre de 20 000 copies par cellule (Spassky et al., 1984). 
La proteine est composee de deux domaines. La region C-terminale de H-NS permet son 
oligomerisation alors que sa partie N-terminale contient un domaine de liaison aux acides 
nucleiques. Les deux domaines sont lies par un «linker» flexible (Free et al., 1998; Spurio 
et al, 1997; Ueguchi et al, 1996; Williams et Rimsky 1997; Williams et al, 1996). En 
solution, on retrouve H-NS principalement en dimeres, mais egalement en tetrameres 
(Ceschini et al, 2000). 
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H-NS lie preferentiellement l'ADN double brin intrinsequement courbe et riche en A-T 
(Bracco et al., 1989; Friedrich et al., 1988; Owen-Hughes et al, 1992; Tippner et Wagner 
1995; Yamada et al, 1991). Ces deux facteurs fiirent pendant longtemps les seuls connus 
Figure 8. Schema de la repression genique (silencing) par H-NS (Lang et al., 2007). 
pour influencer la liaison de H-NS avec l'ADN. Toutefois une sequence specifique a ete 
determinee recemment: TCGATATATT (Lang et al, 2007). Selon les auteurs, ce site de 
reconnaissance specifique est l'element qui determine si un gene est une cible de H-NS 
ou non. La liaison de H-NS a cet element servirait de point de nucleation a un oligomere 
de H-NS (Figure 6). La nucleation s'etendrait vers les regions riches en A-T du 
promoteur, qui contiendrait egalement des repetitions du site specifique de liaison. 
H-NS possede un homologue fonctionnel intraespece, StpA, avec qui elle partage 73% 
de similarity dans le domaine de liaison aux acides nucleiques (Zhang et Belfort 1992). 
De plus, la structure de StpA est tres similaire a celle de H-NS (Cusick et Belfort 1998). 
StpA une chaperonne a ARN mais elle peut remplacer H-NS dans plusieurs de ses 
fonctions regulatrices (Zhang et al, 1996). Une souche mutante Ahns peut etre 
complementee presque completement par un plasmide surproduisant StpA (Dorman et 
al, 1999; Shi et Bennett 1994). StpA peut aussi se former des heterodimeres avec H-NS 
(Dorman et al, 1999; Williams et al, 1996). II est presume que les homodimeres (H-NS -
H-NS) et les heterodimeres (StpA - H-NS) ne ciblent pas les memes genes. Les deux 
proteines ont a la fois des cibles communes et des cibles differentes (Muller et al, 2006; 
Sonden et Uhlin 1996). 
Promoter. 




En plus de Her l'ADN, H-NS peut aussi lier TARN. Toutefois, puisque seuls des essais in 
vitro ont ete realises, done le role physiologique precis de cette fonction reste evasif 
(Brescia et al., 2004; Friedrich et al, 1988; Schroder et Wagner 2002). 
1.5.1 Regulation de I'expression de hns 
Outre l'effet de DsrA sur hns, de nombreux autres facteurs jouent sur I'expression de FI-
NS. Plusieurs etudes ont ete realisees sur son expression tout au long de la croissance. II 
en est ressorti que, globalement, I'expression d'H-NS est liee au taux de croissance, et 
que lorsqu'il y a synthese d'ADN, il y a expression de H-NS (Free et Dorman 1995; 
Laurent-Winter et al, 1995). L'expression de H-NS est activee par FIS, dont I'expression 
varie aussi avec la croissance (Falconi et al., 1996; Nilsson et al, 1992). La production 
d'H-NS est aussi activee par la proteine de « cold-shock » CspA, en reponse a une baisse 
de temperature rapide (La Teana et al., 1991). 
H-NS regule son propre promoteur par une boucle de retroinhibition afin d'empecher une 
surproduction (Ueguchi et al, 1993). Une trop grande quantite de H-NS est letale pour la 
cellule (Spurio et al, 1992). La proteine homologue de H-NS, StpA, peut aussi reprimer 
l'expression du promoteur de H-NS (Sonden et Uhlin 1996; Zhang et al, 1996). 
1.5.2 Role de H-NS chez E. coli 
H-NS a deux roles principaux dans la cellule. En premier lieu, elle va participer au 
compactage de l'ADN bacterien (Tupper et al, 1994). En deuxieme lieu, elle est un 
represseur majeur, notamment des genes acquis par transfert lateral (Atlung et Ingmer 
1997; Oshima et al, 2006; Williams et Rimsky 1997). 
Dans son premier role, H-NS va agir comme support pour le superenroulement du 
chromosome bacterien avec trois autres proteines : IHF, FIS et HU (Hayat et Mancarella 
1995). H-NS peut modifier la structure de l'ADN en la compactant, mais egalement en 
alterant le surenroulement de l'ADN et induisant la courbure de la molecule (Spassky et 
al, 1984; Spurio et al, 1997; Tupper et al., 1994). 
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Une des proprietes de H-NS lui permettant d'agir sur le surenroulement est sa capacite de 
former des ponts ADN-H-NS-ADN. Ces ponts peuvent se faire intramoleculairement, 
avec des regions proximales ou distales, et intermoleculairement (Dame et Wuite 2003; 
Noom et al, 2007; Tupper et al, 1994). La formation de ces ponts va compacter les 
molecules d'ADN. La formation de ces ponts peut non seulement emmener le 
compactage du materiel genetique, mais aussi reprimer l'expression des genes 
emprisonnant l'ARN polymerase dans un collet d'ADN (Dame et al, 2002). 
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La liaison H-NS - ADN est relativement faible et peut etre 
renversee soit par un facteur de transcription soit par une ARN 
polymerase en mouvement (Bouffartigues et al, 2007). Une 
restructuration de l'ADN provoquee par une hausse de 
temperature (hausse) ou une modification de l'osmolarite de la 
cellule pourrait aussi faire decrocher H-NS (Bouffartigues et 
al., 2007). 
H-NS est le silenceur de plusieurs genes, dont beaucoup sont 
des genes de virulences ou d'adaptation aux stress 
environnementaux (Lucchini et al., 2006). 
En etudiant 1'impact de H-NS grace a des etudes a grande 
echelle, on remarque done beaucoup de genes regules qui 
sont impliques dans la fabrication de Penveloppe cellulaire, 
l'adaptation de la cellule aux conditions environnementales, 
la mobilite et la pathogenicity (Hommais et al., 2001; 
Laurent-Winter et al, 1995). Aussi, H-NS semble pouvoir reguler certains genes d'ARN 
ribosomaux (Afflerbach et 
al, 1998; Schroder et 
Wagner 2000; Tippner et 
Figure 10. H-NS arrete 





Figure 9. Schema partiel du 
reseau de regulation 
transcriptionelle par H-NS 
(Lang et al, 2007). 
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Chez Salmonella sp., H-NS controle 1'expression de 1'ilot de virulence LEE ( Locus of 
enterocyte effacement) (Navarre et al, 2006; O'Byrne et Dorman 1994). Chez les 
souches pathogenes d'E. coli enterohemoragique et enteropathogene, H-NS 
competitionne avec la proteine Ler, le regulateur des locus de rEffacement des 
enterocytes, pour le controle des ilots de pathogenicity (Barba et al., 2005; Bustamante et 
al, 2001; Haack et al, 2003; Umanski et al, 2002). Le schema ci-dessus (Figure 10) 
illustre la complexity de la regulation genique exercee par H-NS. 
1.6 Objectifs du projet de recherche et processus experimental 
L'effet de DsrA sur l'ARNm hns a ete decrit en partie (Lease et Belfort 2000; Lease et 
Belfort 2000; Lease et al, 1998; Majdalani et al, 1998; Repoila et Gottesman 2003; 
Sledjeski et Gottesman 1995). Toutefois, le mecanisme exact d'action n'a pas ete 
determine jusqu'ici. II n'a pas non plus ete determine si DsrA agit au niveau 
transcriptionnel ou traductionnel sur hns. Une hypothese a ete formulee par Lease en 
2000, comme quoi l'ARNm hns s'apparierait de fa^on coaxiale sur DsrA (Lease et 
Belfort 2000). Cette hypothese est le fruit d'etudes in vitro et in silico, sans toutefois 
aucune evidence in vivo du phenomene. 
De plus, 1'origine de la forme tronquee de DsrA n'a pas ete determinee, bien que 
quelques hypotheses aient ete formulees. Dans cette etude je me pencherai 
principalement sur ces problematiques. Generalement les sRNA s'apparient dans la 
region 5' de leur cible ARNm. Lorsque la theorie de l'appariement coaxiale de hns sur 
DsrA est apparu, cela semblait une idee interessante, car elle ouvrait la porte a un 
nouveau mode d'action des sRNA. Toutefois, les observations ayant mene a cette theorie 
etaient peu nombreuses et la demonstration de ce modele necessitait de nouvelles 
preuves. J'ai done emis l'hypothese que le sRNA DsrA se liait comme un sRNA typique 
et non de fa9on coaxiale. Pour demontrer mon point, j'ai evalue l'importance de la region 
3'UTR de hns pour la regulation de hns en supprimant cette region. Par la suite, j'ai 
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Figure 11. Appariement coaxial de l'ARNm hns sur le petit ARN DsrA. 2.let 2.2 
indiquent les regions complementaires a hns (Lease et Belfort, 2000). 
Le deuxieme aspect que j'ai etudie pendant ma maitrise est le mecanisme d'action de 
DsrA sur hns. Nous savons que DsrA s'apparie a hns et que cela a un impact sur le niveau 
de proteine H-NS, mais 1'effet sur l'ARNm reste nebuleux, se limitant a des resultats 
obtenus par immunobuvardage de type Western avec un anticorps peu specifique a H-
NS, car cet anticorps peu aussi reagir a l'homologue d'H-NS, StpA (Lease et Belfort 
2000; Lease et al, 1998). Est-ce que le sRNA (I) s'apparie en bloquant la traduction et 
recrutant le degradosome pour provoquer la degradation de hns, ou bien (II) fait-il 
simplement denuder l'ARN en bloquant la traduction, ce qui emmene la degradation 
passive de l'ARN? J'ai opte pour la deuxieme hypothese. Pour determiner le type de 
mecanisme d'action de DsrA j'ai utilise differentes experimentations in vitro et in vivo 
me permettant de determiner 1'effet de DsrA de fa^on independante sur la traduction et la 
transcription. 
Une question additionnelle a laquelle je me suis interessee est l'origine de la forme 
tronquee de DsrA, qui n'a pas ete determinee. Les formes tronquees fonctionnelles chez 
les sRNA sont assez rares. Une equipe a demontre, avec un ARN 5'-monophosphate, que 
la RNase E est en mesure de degrader DsrA pleine longueur in vitro (Moll et al., 2003). 
Toutefois considerant la preference de la RNase E pour les ARN 5'-monophosphate, le 
resultat etait discutable. Puisque E. coli regorge de ribonucleases variees, j'ai emis 
l'hypothese que la RNase E n'est pas a l'origine de la forme tronquee de DsrA. 
Pour verifier mon hypothese j'ai effectue plusieurs essais dans des souches mutantes pour 
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differentes ribonucleases afin de verifier si les niveaux de DsrA tronque, 
individuellement et par rapport a DsrA pleine longueur, varient en absence de ces 
ribonucleases. 
Chapitre 2. Article 
DsrA initiates hns mRNA cleavage while blocking translation in Escherichia coli 
Auteurs de l'article : Audrey Morissette, Bertrand Cressier et Eric Masse 
Statut de l'article : Soumis a la revue PLoS One, en attente de la reponse de la revue. 
Avant-propos de l'article : 
Cet article a ete redige en majeure partie par moi et il a ete complete par mon directeur de 
recherche, le Dr. Eric Masse. J'ai realise toutes les figures dans l'article et les 
manipulations s'y reliant. Le coauteur avait participe a la production des resultats 
preliminaries. 
2.2 Resume de l'article 
DsrA est un petit ARN regulateur exprime lorsque de la cellule bacterienne est dans un 
environnement froid. II est egalement essentiel pour la survie de la bacterie a faible pH, 
ce qui en fait un facteur majeur dans la virulence des bacteries pathogenes rexprimant. 
DsrA se retrouve dans plusieurs especes bacteriennes, dont E. coli pathogene et non 
pathogene. II a ete montre que DsrA bloque la traduction de l'ARNm hns. Ce dernier 
encode la proteine H-NS, un regulateur majeur chez E. coli, qui regule pres de 5% des 
genes de la cellule. Cependant, les mecanismes impliques n'ont pas ete caracterises. Les 
resultats presentes dans cet article demontrent que DsrA bloque la traduction de l'ARNm 
hns en s'appariant immediatement apres le codon d'initiation. De plus, DsrA provoque la 
degradation de l'ARNm hns en recrutant le complexe degradosome ARN. La RNase E, 
qui fait partie du complexe, clive l'ARNm au niveau du nucleotide 131, dans la region 
codante du gene. Ce clivage provoque la degradation rapide des ARNm par les 
exoribonucleases de E. coli. Les resultats presentes ici ont conduits a un modele d'action 
de DsrA sur hns, qui pourrait s'appliquer aux autres cibles putatives negatives de DsrA. 
Cette etude demontre egalement qu'aucune ribonuclease commune de E. coli ne semble 
promouvoir la forme tronquee de DsrA, bien que I'exoribonuclease PNPase semble 
influencer sa degradation. 
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Abstract 
DsrA is a small regulatory RNA expressed when the bacterial cell is in a cold 
environment, below 37°C. It is also essential for bacterial survival at low pH, making it a 
major factor in virulence for pathogenic bacteria carrying it. DsrA is found in several 
bacterial species, including pathogenic and nonpathogenic Escherichia coli. It was shown 
that DsrA blocks hns mRNA translation. The mRNA hns encodes the protein H-NS, a 
major regulator in E. coli, affecting nearly 5% of all genes. However, the mechanisms 
involved have not been characterized. The work presented in this paper shows that DsrA 
blocks translation of hns mRNA by base pairing immediately after the start codon the 
gene. In addition, DsrA provokes hns mRNA degradation by recruiting the RNA 
degradosome complex. RNase E, which is part of the complex, cleaves the mRNA at 
nucleotide 131 in the coding region of the gene. This cleavage will cause the rapid 
degradation of hns mRNA by the exoribonucleases of E. coli. The work presented here 
led to a model of DsrA action on hns, which could be the same for the other putative 
negative targets of DsrA. 
35 
Introduction 
RNA has emerged in the last 20 years as a major factor of gene regulation in the cell. For 
example, in eukaryotes, microRNAs have been shown to be necessary for the normal 
development of some organisms and viral defence (Rao et Sockanathan 2005). In 
prokaryotes, trans-regulatory small RNAs (sRNAs) are post-transcriptional regulator 
RNAs produced to regulate expression of various genes. In some cases, they activate the 
translation of target mRNAs by disrupting structures sequestering the translational 
initiation region (TIR) (Majdalani et al, 1998). sRNA can also basepair with mRNAs to 
promote their stabilisation (Opdyke et al, 2004). However, most of the time, the pairing 
of a sRNA with an mRNA target results in its degradation. This is achieved either 
through translational block and passive degrasation or by the recruitment of the 
degradation machinery, the RNA degradosome (Majdalani et al., 2005; Masse et al., 
2003; Morita et al., 2005). Previous works showed that the RNA degradosome is 
responsible for the degradation of both the sRNA and the mRNA target (Masse et al., 
2003). 
The RNA degradosome is generally composed of four enzymes: endoribonuclease E, 
PNPase (3'-5' polyucleotide phosphorylase), RhlB (RNA helicase), and enolase (Mackie 
1998; Miczak et al., 1996; Py et al, 1996). To achieve complete degradation of the 
sRNA and the mRNA, the RNA degradosome has to be fully assembled (Masse et al., 
2003). The C-terminal scaffold region of RNase E is essential for recruitment of the other 
RNA degradosome proteins (Coburn et al., 1999; Kaberdin et al, 1998; Vanzo et al, 
1998). More recently, it has been reported that the RNA chaperone Hfq also binds to the 
C-terminal domain of RNase E (Morita et al., 2005). This might speed up the degradation 
of the sRNA and its target. Hfq will actively recruit the RNA degradosome when an Hfq 
dependant trans-acting sRNA base pairs with its target. 
RyhB was the first trans-acting small RNA characterized to promote active degradation 
of a target mRNA by base-pairing (Masse et al., 2003; Masse et Gottesman 2002). These 
studies showed that the RNA degradosome is essential for RyhB-induced degradation of 
target mRNAs in addition to the RNA chaperone Hfq (Kawamoto et al., 2005; Masse et 
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al., 2003; Masse et Gottesman 2002; Morita et al, 2005). Hfq has been shown to protect 
sRNAs against decay in vivo. It is believed that this stabilization is achieved through the 
binding of the chaperone to regions that overlap RNase E cleavage sites in the sRNA 
(Moll et al, 2003; Zhang et al, 2003). In some cases, Hfq is also important to promote 
sRNAs pairing with their mRNA target (Sledjeski et al, 2001; Valentin-Hansen et al, 
2004) by binding to both. 
In E. coli, DsrA sRNA is an 87 nucleotide (nt) regulatory sRNA which has previously 
been shown to regulate hns and rpoS mRNA, at low temperature, below 37°C (Lease et 
al, 1998; Majdalani et al, 1998; Sledjeski et Gottesman 1995; Sledjeski et al, 1996). 
Both targets encode major regulators of the cell known to control virulence and 
adaptation to environmental stresses. DsrA sRNA is also known to be necessary for 
survival at low pH (Lease et al, 2004). DsrA secondary structure has been previously 
characterized (Lease et Belfort 2000; Sledjeski et Gottesman 1995; Sledjeski et al, 2001) 
to form a three stem-loop structure with a single stranded AU-rich region between stem-
loop I and II. The single-stranded AU-rich region is a known Hfq-binding site (Brescia et 
al, 2003; Lease et Belfort 2000; Lease et Woodson 2004). The first stem-loop is 
implicated in the base-pairing with rpoS (Majdalani et al., 1998). The second stem-loop 
and the end of the single-stranded region base-pair with hns mRNA (Lease et al., 1998). 
The third-stem loop is a Rho-independent transcriptional terminator. DsrA expression is 
controlled mostly by temperature since its promoter is sensitive to temperature shifts 
(Repoila et Gottesman 2003). No transcription factor activating DsrA expression has 
been identified so far but LeuO has been shown to repress its expression (Repoila et 
Gottesman 2001). The RNA chaperone Hfq is necessary for DsrA stability and for its 
regulatory function (Sledjeski et al, 2001). DsrA has been found in closely related 
species such as Klebsiella pneumoniae. Shigella flexneri, Salmonella enterica, and 
Citrobacter sp. (Lease et Belfort 2000). Both DsrA structure and sequence (90%) are 
conserved among these bacterial species. 
Interestingly, a 60 nucleotide-long truncated form of DsrA has been observed by 
Northern blot (Repoila et Gottesman 2001). This form lacks the first 5' stem-loop and is 
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not able to base-pair with rpoS (Lease et al, 1998; Majdalani et al., 1998). It has been 
proposed that the RNase E could be responsible for the appearance of that form (Moll et 
al, 2003). 
DsrA activates rpoS translation by basepairing with its 5'-UTR, which disrupts a 
inhibitory structure that sequesters the ribosome-binding site (Lease et al, 1998; 
Majdalani et al, 1998). RpoS (cs) protein is a subunit of the bacterial RNA polymerase 
that acts as the master regulator of the general stress response in E. coli (Hengge-Aronis 
2000; Lange et Hengge-Aronis 1991). Despite the fact that DsrA expression results in an 
increased turnover of hns mRNA, resulting in lower amounts of H-NS proteins in the 
cell, the precise mechanism by which DsrA regulates hns remains elusive (Lease et 
Belfort 2000; Lease et al, 1998). 
H-NS is a nucleoid-associated protein (Durrenberger et al, 1991; Varshavsky et al, 
1977) contributing to compaction of the genome (Tupper et al., 1994). It is also a major 
repressor and silencer of a large number of genes involved in different pathways 
(Hommais et al, 2001). Some of those genes are important for adaptation to 
environmental changes, virulence and immunity against viruses (Laurent-Winter et al, 
1995; Pul et al, 2010). H-NS does not only regulate native genes, but also a lot of 
horizontally acquired genes (Oshima et al., 2006). The expression of H-NS is 
proportional to growth and synthesis of DNA (Free et Dorman 1995; Laurent-Winter et 
al, 1995). Both Fis and CspA activate hns transcription (Falconi et al, 1996; La Teana et 
al, 1991). H-NS and StpA, an intraspecies orthologue of H-NS, repress transcription 
(Sonden et Uhlin 1996; Ueguchi et al, 1993; Zhang et al, 1996). 
A few years ago, based on in silico and in vitro data, it was proposed that DsrA basepairs 
with hns mRNA in a coaxial stack (Lease and Belfort, 2000). By pairing with both the 5'-
and 3'-UTR regions of hns mRNA, DsrA would circularize the target transcript. This 
hypothesis was interesting because it suggested a new mode of action for sRNAs. 
However the purpose of such a mechanism remained unclear. 
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Here we describe the effect of DsrA on hns mRNA. First, we show that the deletion of 
the 3'-UTR of hns mRNA has no impact on its regulation by DsrA. Our in vitro probing 
data also suggest that DsrA paired with the 5'-UTR of hns mRNA, as previously reported 
(Lease et al, 1998), but not with its 3'-UTR. More importantly, we show that, in addition 
to repression of hns translation, DsrA stimulated its degradation by the recruitment of the 
RNA degradosome which cleaves hns mRNA at nucleotide 131 in the coding region. The 
mechanism by which DsrA inhibits hns translation is not yet fully understood since the 
sRNA does not seem to affect the initial ribosome binding to the 5'-UTR in vitro. Finally, 
we show that the truncated form of DsrA is not the product of RNase E or from any other 
common ribonucleases found in E. coli. 
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Material and Methods 
Strains and plasmids. Strains used in this work are described in Table 1. pNM12 and 
pBAD-<is7v4 plasmid constructions was described by Majdalani et al., 1998 . Plasmids 
were introduced by TSS transformation (Chung et Miller 1988). AM045 was constructed 
by P1DJ480 transduction from EM1265 {hfql::kari). The oligonucleotide sequences are 
described in table 2. 
The strains containing the dsrA deletion (dsrA::cat) were obtained by lysogenic 
transduction with Pldj480 phage. P-galactosidase fusions strains were obtained by 
chromosomal PCR insertions in AM061, a derivative of NM543 (gift from Dr. Nadim 
Majdalini, NIH, Bethesda) (see (Mandin et Gottesman 2009) for the construction 
method). The gene inserted will then be under the control of its own promoter. To 
construct AM133, a first PCR was made with oligonucleotides EM788-EM1079 and used 
as a template for PCR 2 (oligonucleotides EM788-EM1174) and 3 (oligonucleotides 
EM993-EM1079). Finally, a PCR 4, with PCR2 and PCR 3 as template, was performed 
with oligonucleotides EM788 - EMI079 and this PCR was inserted by electroporation in 
competent cells AM061, like for all other constructs. AM 167 was constructed from 
AMI33 in a three step mutagenesis PCR: oligonucleotides EM840-EM1317 for PCRl; 
oligonucleotides EM1318-EM841 for PCR2 and oligonucleotides EM840-EM841 for 
PCR4. AMI36 was constructed the same way but with oligonucleotides EM788-EM909 
for PCRl; EM788-EM1175 for PCR2; EM993-EM909 for PCR3 and EM788-EM909 for 
PCR4. AMI81 was constructed from AM 136. Three-way PCR procedure was used once 
more. PCRl: EM840-EM1475; PCR2: EM1474-EM841; PCR3 (with PCRl and PCR2) 
EM840-EM841. AM 185 was constructed from AMI81 with using oligonucleotides 
EM840-EM1501 for PCRl; oligonucleotides EM1500-EM841 for PCR2 and 
oligonucleotides EM840-841 for PCR 3. AM 102 was constructed with PCR product from 
EM788-EM1025. AM 178 was constructed with insertion of PCR product EM788-
EM1470. 
Total RNA extraction and Northern blot analysis 
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Cells were grown at 25°C, 30°C, or 37°C in LB media overnight and diluted 1000-fold in 
50 mL fresh LB broth. Total RNA was extracted at an OD600 of 0.5 using the hot phenol 
procedure (Aiba et al., 1981). Ampicillin was added at 50 ug/ml in the media when 
necessary. Rifampicin was used at 250 ng/ul (final) for the half-life study. Northern blots 
were carried out as described in Desnoyers et al, 2009 except that the final concentration 
of arabinose was 0.05%. 
Radiolabeled RNA generated by in vitro transcription 
The radiolabeled probes used for Northern blots were transcribed with T7 RNA 
polymerase (Roche) from a PCR product to generate the antisense transcript of the gene 
of interest as described in Desnoyers et al. 2009. Transcription was executed in T7 
transcription buffer (80 mM HEPES-KOH pH 7.5, 24 mM MgCl2, 40 mM DTT, 2 mM 
spermidine), 400 uM ATP, 400 uM CTP, 400 uM GTP, 10 uM -UTP, 2 ul of a-32P-UTP 
(3000 Ci/mmol), 20 U RNAse OUT, 20 U T7 RNA polymerase and 1 ug of DNA 
template. The mix was incubated at 37°C for 4 h. Then 2 U of Turbo DNAse were added 
for 15 minutes at 37°C. The RNA synthesized was extracted with phenol-chloroform-
isoamyl alcohol. The aqueous phase was then purified on a Sephadex G-50 column to 
remove non integrated nucleotides. The primers used for the generation of DNA 
templates were EM196-197 (DsrA), EM411-412 (hns), EM470-471 (lacZ), EM192-193 
(5S rRNA). 
5'- end radiolabelling of RNA 
5'-end radiolabeled hns 5-UTR RNA and hns 3-UTR RNA used for In line probing 
assays were transcribed with T7 RNA polymerase from PCR product, EM 1072-986 (hns 
5'-UTR) and EM713-714 (hns 3'-UTR) as described below. They were dephosphorylated 
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with Antartic phosphatase (New England Biolabs) and ligated to y- P-ATP (6000 
Ci/mmol) with T4-RNA polynucleotide kinase (New England Biolabs) following the 
manufacturer's protocol. The same protocol was used to radiolabel the primers used for 
Primer extension assays. 10 uM of the primer were used. 
In line probing assays 
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5'-end radiolabeled RNA was incubated for 48 h at room temperature without and with 
DsrA RNA in In line probing buffer (25mM MgCh, 100 mM KC1, 50 mM Tris-Cl). The 
reaction was stopped by adding 10 ul of LBII (95% formamide, 18mM EDTA, 0,025% 
SDS). Final ratio was 10:1 for hns and DsrA respectively. Non incubated RNA was used 
as a control. Ribonucleases T1 and TA were incubated with RNAs for 5 minutes at 37°C 
in the sequence buffer (Ambion). Alkaline ladder was carried out in alkaline buffer 
(Ambion). Samples were heated at 90°C and loaded on 8% polyacrylamide 8M urea gel. 
Gels were dried and exposed on Phosphor storage screen (Amersham Bioscience). 
In vitro transcription assays 
RNA was transcribed in vitro with T7 RNA polymerase (Ambion) in T7 transcription 
buffer (80 mM HEPES-KOH pH 7.5, 24 mM MgC^, 40 mM DTT, 2 mM spermidine), 
500 uM ATP, 500 uM CTP, 500 uM GTP, 500 uM UTP, 40 U RNAse OUT (Invitrogen), 
2 U pyrophosphatase (Roche), 10 ug purified T7 RNA polymerase and 2 ug of DNA 
template for 4 h at 37°C. 2 U of Turbo DNAse (Ambion) were added for 15 minutes at 
37°C. The RNA was extracted with phenol-chloroform and precipitated. The RNA 
product was purified on 6% polyacrylamide, 8M urea gel. The primers used for 
transcription templates were EM635-636 (DsrA), EM713-714 (3'-UTR hns), EM1072-
986 (hnsigs; hnsi9smut(,; hnsi95mutn,), EM1072-732 (hns^s\) and EM715-716 (5'-UTR hns). 
For hnsi95mut6 and hnsmmutu, a 3 steps PCR was performed, as described above, to mutate 
the RNAse E cleavage sites. The primers used were EM1472-EM1473 for hnsi95mut6 and 
EM1500-EM1501 for hnsi9smutn. 
In vitro translation 
In vitro translation was performed with 30S ribosomes extracts from E. coli (Promega 
LI030). The reactions were carried out with and without DsrA and/or Hfq. The reactions 
had a final volume of 15 ul with 8.5 uM hns^i RNA (full length hns), 0.2 ul of S-35 
methionine (>1000Ci/mmol), 3.33 ul of 30S ribosomes premix, 2.5 ul of 30S ribosome's 
extract, 0.83 mmol of amino acids mix without methionine. The reactions were incubated 
at 37°C for 5 minutes and stopped with 100 ul of 100% cold acetone. The samples were 
42 
then analysed on an SDS-PAGE 15% gel. The results were exposed on a phosphor screen 
(Amersham Bioscience) and revealed with a Typhoon Trio (GE Healthcare). For in vitro 
translation, the primers EM1072-EM732 were used for hns45i. 
In vitro degradation assays 
For determination of RNase E cleavage on hns, 5 nM hnsl95 RNA was degraded with 
increasing concentrations of purified RNAse E-FLAG degradosomes (0.5 ng/ul; 0.76 
ng/ul; 1 ng/ul; 1.5 ug/ul). The RNase E-FLAG degradosomes were purified as described 
in Prevost et al. 2011. Briefly, the RNA was heated at 90°C for 2 minutes in the presence 
of 0,0066ng/ul of tRNAs and slow cooled to 37°C. The degradation buffer (5 mM Tris-
Cl, 50 % glycerol, 75 mM NaCl) was added and the mix was incubated at 37°C for 10 
minutes. The purified RNase E-FLAG degradosomes were added at concentrations stated 
above and the incubation continued for 40 minutes at 37°C. The reaction was stopped by 
hot phenol extraction and RNA was precipitated in ETOH and with 3M NaOAc. 
Primer extension assays 
RNAs treated with the RNA degradosome were resuspended and ligated with a Y-32P 
radiolabeled primer (EM1430) in First-Strand Buffer (Invitrogen) at 65°C for 5 minutes. 
Superscript II 50 U (Invitrogen) was added and the mix was incubated at 42°C for 50 
min. The reaction was stopped with stop buffer (41.66 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.083% 
SDS, 8.33 mM EDTA) and DNA was extracted with Phenol-chloroform. The aqueous 
phase was treated with KOH 5M at 90°C to get rid of RNA. The DNA was precipitated 
and separated on 8% polyacrylamide 8M urea gel. The result was revealed with a 
Typhoon Trio (GE Healthcare).The result was analyzed with the help of a sequencing 
ladder performed with the same 5' end labelled primer and the DNA T7 template used for 
transcription of the probed RNA. 
P-galactosidase assays 
Kinetic assays were performed as described previously (Prevost et al„ 2007) with a 
SpectraMax 250 microplate reader (Molecular Devices). Overnight cultures were diluted 
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1000-fold in LB with ampicilline (50 mg/ml) and grown at 37°C until an OD600 of 0.1. 
0.05 % arabinose was added to induce DsrA sRNA production. Strains contained either 
pB AD-dsrA or pNM 12 (empty control vector) and samples were collected from this point 
at each 30 minutes and diluted in permeabilization buffer (100 mM Tris-Cl, 32 mM 
Na2HPC>4, 8 mM DTT, 8 mM CDTA, 4 % triton-100). Specific P-galactosidase activity 




The hns mRNA is signigicantly degraded in the presence of the sRNA DsrA 
It has been shown earlier that DsrA sRNA base-paired with the translation initiation 
region of hns mRNA causing a decrease of H-NS protein level (Lease et al. 1998). 
Moreover, it seemed that DsrA sRNA had induced a significant reduction of hns mRNA 
half-life (Lease et Belfort 2000). Prior to that, no effect of DsrA has been observed on 
hns mRNA levels, supposedly because of H-NS autorepression. In this work, we first 
wanted to see if the level of hns mRNA would be modified by DsrA in our conditions, 
both in the presence and in the absence of active transcription. For this, we performed 
Northern blot analysis with probes specific for hns and DsrA transcripts. RNA was 
extracted at 37°C from dsrA::cat strains carrying either pNM12 or pBAD-dsrA (JF148; 
JF142) in the absence and the presence of transcription. The amount of DsrA expressed 
this way is similar to the endogenous gene for time 0 to 4 minutes. From 6 minutes, DsrA 
is overexpressed (Figure 1A). Firstly, our results showed that in the presence of 
transcription, when DsrA is expressed, the hns level drops by 80% within 2 minutes and 
then stagnates, as shown in Figure 1 A. Secondly, in the absence of transcription the half-
life of hns is about 4 minutes when DsrA is not produced and about 30 seconds when 
DsrA is produced (figure IB). Hfq is an RNA chaperone known to be necessary for DsrA 
stability and function (Sledjeski et al., 2001). We confirmed those results by Northern 
blot mRNA half-life study with rifampicin (which inactivates transcription initiation). In 
the hfql mutant strain, DsrA does not accumulate and hns mRNA is not degraded. 
The 3'-UTR of hns mRNA is not involved in the repression mechanism by DsrA 
It was proposed that hns mRNA pairs in a co-axial stack on DsrA, the 5'-UTR and the 3'-
UTR would both pair to one copy of DsrA (Lease et Belfort 2000). No data currently 
exists to support such a model and it has yet to be observed as a sRNA-mRNA 
mechanism. Thus we designed two experiments to verify the co-axial stack hypothesis. 
First we created a truncated version of hns containing only the first 136 of 414 nts of hns 
mRNA and fused it to a lacZ reporter to form an hns-lacZ transcriptional fusion. This 
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fusion was inserted in the genome by homologous recombination in an hns+ strain. The 
hns promoter was intact in the construct, so that the RNA expression was controlled like 
an endogenous gene. This construct allowed us to study the level of hns mRNA by 
Northern blot, through a probe specific for lacZ and by (3-galactosidase assays (figure 
2A). Northern blots showed us that the shorter version of hns was degraded exactly the 
same way as the endogenous hns. In order to see if DsrA paired to the 5' UTR and 3'-
UTR of hns we used In line probing, to demonstrate a protection in the 5'-UTR, 
corresponding to the one proposed by Lease et al (1998), meaning that DsrA binds, but 
we didn't see any protection in the 3'-UTR. Thus we can conclude that hns pairs in vitro 
to DsrA only in its 5-UTR. Our pairing in the 5'-UTR matches the one found by Lease et 
al. (1998). These results demonstrate that the 3'-UTR of hns does not pair to DsrA and is 
not involved in regulation by DsrA either. Thus we could not confirm the hypothesis of 
Lease et al. (2000). 
DsrA blocks hns translation 
When a sRNA represses a target post-transcriptionally, it acts mostly by blocking 
translation. Since no other negative targets of DsrA are known and previous reports were 
not able to discern the mechanism of action of DsrA on hns, we decided to determine if 
DsrA paired to hns to block its translation. To this end, we produced hns-lacZ 
translational fusions with hns mRNA shortened to 102 and 136 nts. When hns is 
translated, lacZ is translated too, contrary to the constructs discussed for figure 1A and 5 
where translation of hns and lacZ are independent. In both fusions (102 and 136) the 
translation was stopped, even in the shortest construct appeared to be devoid of the initial 
cleavage site (Figure 3A). This meant that DsrA was actively blocking hns translation. 
We thus decided to carry out the same observations in vitro, also in order to give 
information on the role of Hfq in the hns-DsrA mechanism. We performed an in vitro 
translation assay with the full length hns mRNA transcribed in vitro. The RNA was 
incubated in the presence of 30S ribosomes premixed with and without DsrA and/or Hfq. 
Two DsrA ratios were used, 1:1 and 1:5. In the absence of Hfq we did not observe any 
effect of DsrA. In the presence of Hfq however we saw a 50% drop in translation when 
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DsrA was equimolar to hns. When there was 5 times more DsrA than hns the effect was 
less important. This is probably due to some quenching of Hfq by DsrA. This result 
confirmed that DsrA stops hns translation with the assistance of Hfq. 
In order to find out if DsrA effect was solely to block translation or if it also promoted 
hns degradation, we constructed a strain containing a translational stop at nt 102 of hns. 
This stop would mimic the translational effect of DsrA. The strain was studied both by (3-
galactosidase assays and Northern blot. The results showed that in presence of the 
translational stop, DsrA still has an effect on the transcript stability (Figure 3C). If DsrA 
would have had no effect, we could have concluded that it merely blocked translation. 
These results suggested that we study more deeply the degradation of hns, starting out by 
the identification of the ribonuclease responsible for its degradation. 
RNase E is necessary for degradation of hns mRNA in presence of DsrA 
RNase E and the RNA degradosome complex were shown to be necessary for the 
degradation of RyhB and its targets (Masse et al, 2003; Masse et Gottesman 2002). It 
was also proposed that the truncated form of DsrA was produced by an RNase E cleavage 
on DsrA full length (Moll et al, 2003; Sledjeski et al., 2001). In order to verify if the 
RNA degradosome would affect DsrA and its target and if the cleavage shown by Moll et 
al. (2003) is actually producing the truncated form of DsrA, we studied two different 
strains. We firstly studied the degradation of hns mRNA using a RNA degradosome 
assembling mutant (rnel31), in which the RNase E was active but the RNA degradosome 
complex was not, and secondly a thermosensitive RNase E mutant, in which RNase E 
was inactive at 44°C. We used strains dsrA::cat carrying pBAD-<iv/vl It should be noted 
that the me 131 strain produced an RNase E with the active cleavage site, but without the 
RNA binding site. In the absence of the full RNA degradosome, hns is not degraded 
(Figure 4A). The same result was observed for the rne's mutant (Figure 4B). Thus the 
complete RNA degradosome complex is necessary for hns degradation. 
In the case of the truncated form of DsrA, we used a DsrA + strain rne's mutant. We 
observed an accumulation of the truncated form of DsrA while the full length stagnated 
(Figure 4C). This result is the opposite of what was previously observed (Moll et al, 
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2003). If RNase E had been responsible for the production of the truncated form of DsrA, 
we would probably have observed the same stagnation for DsrA t. as for DsrA (Figure 1). 
The RNA degradosome complex cleaves hns mRNA in its coding region following 
DsrA pairing 
We have demonstrated recently that RyhB pairing promotes sodB degradation by an 
initial cleavage at a distal site (Prevost el ai, 2011). We wanted to see if it was also the 
case for DsrA, since the degradation of hns mRNA is rapid. We started by doing hns-lacZ 
transcriptional fusions of different lengths of mRNA (69, 84 and 102 nts) and comparing 
them to the construct 136 described above. These constructs were studied in (3-
galactosidase assays without and with DsrA. The strains with 102 nts and less did not 
react to DsrA while the 136 nucleotides strain did (Figure 5C). These results suggested 
that the RNase E initial cleavage site was between the nucleotides 102 and 136 of hns 
mRNA. To pin-point the site, we performed in vitro degradation assays on RNA 
transcripts covering the 5'-UTR of hns and 159 nucleotides into the coding region. The in 
vitro degradation assay was performed with FLAG-RNase E (purified in the laboratory, 
(Prevost et ai, 2011). Following degradation, a primer extension was performed with a 
radiolabeled primer to reveal the cleavage site. A cleavage site was localized at the 
nucleotide 131 (Figure 5 A). We then mutated that site (hnsmu,6) to see if it would hinder 
the degradation by RNase E (see figure 4B for details). The mutated construct also 
showed some effect of DsrA. By in vitro degradation assay we observed that the mutation 
of the initial cleavage site had made the RNase E shift to another A-U rich region 10 
nucleotides upstream (Figure 5A). However, the degradation on that second site was less 
efficient in vivo (50.5% vs 62.2%). We then mutated that second site (hnsmutn) to see if 
the RNase E would find a third cleavage site. We obtained almost the same result, the 
RNA dropped to a 64.2% level (Figure 5C). Surprisingly, we didn't see any in vitro 
degradation site for this second mutant (data not shown), but it could be explained by 
differences in structure between in vivo and in vitro. For further confirmation of our 
results, we performed Northern blots with the different constructs, as in figure 2A. We 
could then compare the construct with endogenous hns. RNA was extracted at 37°C and 
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hybridized with a lacZ. hns and DsrA specific probes. We observed mostly the same 
results as in the P-galactosidase assays. In the shortest construct (102 nt), the hns-lazC 
RNA was not degraded in the presence of DsrA while both mutants for the cleavage site 
were degraded. 
Globally these results suggest that RNase E initially cleaves hns mRNA subsequent to 
DrsA pairing. This cleavage happens at nucleotide 131. This rapid cleavage and 
degradation renders the regulation by DsrA irreversible. 
The truncated form of DsrA is not a product of RNase E nor of any common 
ribonuclease in E. coli 
Whilst we were interested in the mechanism of action of DsrA on hns, we also wanted to 
find out the origin of the truncated form of DsrA. The possibility of a second promoter in 
dsrA gene was discussed by Sledjeski et al., 2001 but this origin was dismissed, because 
of the short DNA available for a promoter. Some of our data (see supplementary Figure 
1) also confirmed to us that the truncated form was produced by processing of the full 
length form rather than by a second promoter. To find out which ribonuclease(s) is 
responsible for the cleavage, we performed a northern blot with RNA extracted from 
different mutant strain for various common ribonuclease of E.coli. The strains were 
grown at 25°C and the RNA extracted at an ODeoonm of 0.5. These strains were each 
mutant (deleted) for one ribonuclease : RNase G, RNase III, RNase R, PNPase, 
degradosome assembly (rne-131: the C-terminal part of RNase E is missing), RNase LS, 
RNase BN, and RNase E although our time course assays already ruled it out. It appears 
that the truncated form is present whatever the mutation, in the same proportions as in the 
wild type strain except for the Apnp (Figure 6). In this mutant, the amount of the 
truncated form of DsrA is higher, possibly because PNPase is required for its 
degradation. We could only conclude that no common ribonuclease is responsible for the 
production of the truncated form of DsrA. 
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Discussion 
The work described here is contrary to the hypothesis proposed by Lease et Belfort 
2000 concerning the details of the mechanism of action of DsrA on hns mRNA. Firstly, 
we show that the 3'-UTR of hns is not involved in regulation by DsrA. No pairing was 
observed between the 3'-UTR of hns and DsrA while there is one between the 5'-UTR 
and DsrA. The pairing in 5' concords with the one described in Lease et al., 1998 . 
When the 3'-UTR is deleted in a transcriptional hns-lacZ fusion, no difference is noted 
compared to the endogenous gene in the presence of DsrA. These two results strongly 
suggest that hns does not pair in a coaxial stack on DsrA. Secondly, we show that DsrA 
pairs near the RBS to block translation of hns mRNA. Thirdly, DsrA does not only block 
translation it also promotes the degradation of the mRNA by the RNA degradosome 
complex. The initial cleavage of hns mRNA is performed by the ribonuclease E on 
nucleotide 131, which is situated in an AU-rich region of the mRNA. This cleavage site is 
downstream of DsrA pairing, 95 nucleotides into the coding region of the RNA. This 
mechanism is similar to one we described for the RyhB sRNA and sodB mRNA system 
(Prevost et al., 2011). This cleavage provokes the degradation of hns mRNA and DsrA. 
Thus DsrA regulation on hns is irreversible. While hns is degraded, only 80% of it 
disappears opposed to 100% for sodB when RyhB provokes its degradation. 
The pairing of DsrA downstream of the AUG should block translation either by 
competing with the 30S ribosome subunit for attachment to the RBS region or by 
disrupting this attachment as was shown for most sRNA pairing near the RBS (Bouvier et 
al., 2008). DsrA pairing might not be strong enough to disrupt totally the ribosome 
attachment resulting in incomplete degradation of the mRNA, since it is known that RNA 
has to be free of ribosome to be degraded (Klug et Cohen 1991). We observed an event 
somewhat like this with the construct containing a stop codon (UAA). We had 
degradation of the RNA but it was not complete either (Figure 3C). Why does DsrA leave 
some hns intact? It is important to remember that H-NS is a highly important protein for 
bacteria survival. Without hns, the colony on plates becomes mucoid and growth is 
impaired (Falconi et al., 1991; Yamada et al, 1991; Yasuzawa et al., 1992). H-NS is a 
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global repressor, without it, a number of genes is inadequately expressed at the same 
time, exhausting the cell resources (Hommais et ah, 2001; Lammi et ah, 1984). 
Promotion of the degradation of all hns mRNAs would endanger the bacteria instead of 
helping it overcome a low temperature stress/condition. 
In cold-shock, the protein CspA promotes hns transcription (La Teana et ah, 1991). So 
we could ask why DsrA sRNA does the opposite in the same condition. While hns 
absence is dangerous, a very high level of hns is lethal as was demonstrated long ago 
(Spurio et ah, 1992). We observed that fact when we tried to insert full length hns in a 
wild-type strain with a low copy plasmid. No cells survived. We had to use a new method 
of chromosomal insertion by homologous recombination. So DsrA is probably important 
to control the level of hns during cold temperatures, to allow some amount of 
transcription while preventing a too high accumulation of H-NS. DsrA could also act to 
the benefit of its other characterized target rpoS. rpoS is a positive target of DsrA 
(Reviewed in Majdalani et ah, 2005), but is indirectly repressed by H-NS (Zhou et 
Gottesman 2006; Zhou et ah, 2001). RpoS protein is degraded by ClpXP after binding by 
RssB. It was shown that such degradation is inhibited in an hns mutant (Zhou et 
Gottesman 2006; Zhou et ah, 2001). By controlling the amount of hns, DsrA makes sure 
that its effect on rpoS mRNA translation does not go awry. 
Another transcription factor of hns is the H-NS protein itself which autorepresses its 
transcription. It has been discussed that hns is not a target of DsrA since by inhibiting hns 
translation; it would only boost its transcription. If less H-NS is available in the cell, the 
repression on hns promoter is relieved. What is important to remember here is that the 
main purpose of small regulatory RNAs is to act quickly with high affinity on their 
targets. If in a particular condition, the cell requests the derepression by H-NS, DsrA is 
expressed to respond to this need in that particular moment. The subsequent production 
of H-NS protein will happen sometime after the DsrA effect, since the production of 
proteins is much longer than the production of sRNA. We could speculate that when the 
new H-NS is ready to repress genes, DsrA is no longer needed. 
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The degradation site of the RNA degradation complex on hns is located in the coding 
region of hns, around 90 nucleotides away from DsrA. The cleavage site is situated quite 
far from the sRNA pairing site as was demonstrated for RyhB-soc/5 (Prevost et al, 2011). 
When we mutate this site, in the construct hnsmut6, instead of inhibiting the degradation 
as expected, the RNase E cleaved at another AU rich site upstream from the original one, 
but less efficiently. The same phenomenon happened when we mutated the second site. 
We know that the lacZ part is not involved in the cleavage, since the hns_102'-lacZ 
fusion is not cleaved in presence of DsrA, only the translation is blocked. The second and 
third cleavages were not apparent on the in vitro degradation assays of the wild-type 
strain. This suggests that the site we mutated is actually the initial cleavage site. The 
second and third sites might have appeared following the initial site mutation because of 
structural changes induced by the mutations as well as by the unavailability of the first 
site. One could wonder why the site is situated closer to the pairing site than the sodB 
cleavage site (Prevost et al, 2011). In this case, the site might be closer so that the RNA 
is degraded rapidly, without much delay between the paring, the disruption of the 
ribosomes and the degradation. While we have not been successful in proving ribosome 
disruption in vitro, we know that translation is blocked in vivo. The lack of evidences in 
vitro is probably due to a factor missing in our assays which is present in the cell. 
It has been previously shown that DsrA binds the RNA chaperone Hfq (Lease et 
Woodson 2004). The evidence regarding the role of Hfq and its need for the action of 
DsrA is not a clear. In our work, we show that in the absence of Hfq, DsrA sRNA is 
poorly expressed and we see almost no truncated DsrA. Also, the stability of DsrA is 
dependent of Hfq. If DsrA does not accumulate it would be hard for it to act on its 
targets. In our Hfq mutant, DsrA does not have an effect on its targets (data not shown) 
while other groups reported some weak activity (Sledjeski et al, 2001; Urban et Vogel 
2009). The results we observed might only be a consequence of the low amount of stable 
DsrA or be caused by a poor binding of DsrA to hns without Hfq. Our in vitro assays 
suggest that Hfq helps DsrA pairing to hns mRNA to block its translation. The role of 
Hfq would be to stabilise DsrA and also assist in its action on hns. Hfq might also be 
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important for the degradation of hns and DsrA, since Hfq has been co-purified with 
RNase E (Butland et al., 2005; Morita et al., 2003; Morita et al., 2005). 
Our work also shows that the truncated form of DsrA is not the product of any known 
ribonuclease of E. coli. In 2003, Moll et al. described an RNase E cleavage site in DsrA 
that should produce the truncated form. The assays were performed with 5'-
monophosphate DsrA. Yet, 5'-monophosphate RNAs are known to be targeted by RNase 
E for degradation, so the cleavage observed might only be a result of nonspecific 
degradation (Jourdan et McDowall 2008; Mackie 1998). We performed a time course at 
44°C with the rne-3071 ^  mutant to study the accumulation of the truncated form of DsrA. 
We observed that the truncated form accumulated even if the RNase E was inactive. This 
accumulation can be explained by the absence of an active RNA degradosome complex. 
From our assays with the strains mutant for various E. coli ribonucleases, we know that 
PNPase is required for the degradation of the truncated form of DsrA. We also saw that 
the full length DsrA did not accumulate as the truncated form. Therefore, we concluded 
that DsrA t. is not produced by RNase E since in absence of RNase E it accumulates. We 
did not found a ribonuclease responsible of the production of the truncated form in our 
assays in ribonuclease mutants. These results could be explained by: the concerted action 
of two or more ribonuclease at the same time, by the overlapping functions of two 
ribonucleases or by the action of a non-characterized enzyme. An autocleavage of the 
RNA, like a ribozyme, is however unlikely. 
We know that the truncated form is the product of a cleavage since we observed that its 
5'-end is monophosphorylated (See figure SI). When RNA is transcribed the 5'end is 
originally triphosphorylated while following a cleavage it is monophosphorylated. Some 
RNA can be dephosphorylated by the enzyme RppH (Deana et al., 2008) but this is not 
the case of the truncated form of DsrA (data not shown). 
The origin of the truncated form of DsrA is thus still unknown. It is known that the 
truncated form can repress hns but it cannot activate rpoS (Majdalani et al., 1998). Is the 
truncated form an active form or simply a stable degradation product? 
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Previous studies first showed that hns mRNA was not affected by DsrA in a wild-type 
strain. Those results were later rectified by the same team (Lease et Belfort 2000; Lease 
et al., 1998). The amount of H-NS protein was shown to be affected by DsrA from the 
beginning (Lease et al., 1998), but no explanation of the mechanism was proposed. We 
propose that DsrA pairs to hns mRNA at the start of the coding region. This pairing 
blocks translation. Following this translational stop, the mRNA is degraded by RNase E 
of the RNA degradosome complex at nucleotide 131. Both DsrA and hns are then totally 




The hns mRNA is significantly degraded in presence of the SRNA DsrA. (A) 
Northern blots of total RNA extracted from the wild-type strain (JF185) and hybridized 
with probes specific to DsrA and hns. The strain carries a plasmid allowing arabinose-
dependent DsrA expression (pBAD-dsr.4) or an empty control vector (pNM12). Cells 
were grown in LB media to an OD600 nm of 0.5 and arabinose was added at time 0 (final 
concentration of 0.05%) Total RNA was extracted at the indicated time. (B) Northern 
blots of total RNA extracted from the wild-type strain (JF185) and hybridized with 
probes specific to DsrA and hns. The strains carry a plasmid allowing arabinose-
dependent DsrA expression (pBAD-<isrv4) or an empty control vector (pNM12). Cells 
were grown in LB media to an OD600 nm of 0.5 and arabinose was added (final 0.05% ) at 
time -15 minutes rifampicin was added (final 250 ug /ml) at time 0. Half-life of hns 
mRNA in presence of DsrA is 8-fold shorter. Total RNA was extracted at the indicated 
time. 5S rRNA was used as a loading control. DsrA full length (87 nt) and truncated (60 
nt) are visible. (C) Northern blots of total RNA extracted from the hfq (EMI 265) mutant 
strain and hybridized with probes specific to DsrA and hns. The strain carries a plasmid 
allowing arabinose-dependent DsrA expression (pBAD-dvr/1) or an empty control vector 
(pNM12). Cells were grown in LB media at 37°C to an OD600 nm of 0,5 and arabinose was 
added at time -15 ( final concentration 0.05%). Rifampicin was added at time 0 (final 
concentration of 250 ug /ml). Total RNA was extracted at the indicated time. 5S rRNA 
was used as a loading control. 
Figure 2 
The 3'UTR of hns mRNA is not involved in the repression mechanism by DsrA (A) 
Northern blots of total RNA extracted from the hns lOO'-lacZ translational fusion strain 
(AM 133) and hybridized with a DsrA-specific, /acZ-specific, or hns-specific probes. The 
strain carries a plasmid allowing arabinose-dependent DsrA expression (pBAD-J.sr^) or a 
control vector (pNM12). Cells were grown in LB media to an OD6oo of 0.5 and arabinose 
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was added at time 0. Total RNA was extracted at the indicated times. 5S rRNA was used 
as loading control. hns_100 '-lacZ is as degraded as hns mRNA when DsrA is expressed. 
DsrA full length (87 nt) and truncated (60 nt) are visible. (B) Secondary structure probing 
of the 3' labelled 5'-UTR of hns in the presence of DsrA as probed by in line probing. 
NaOH, RNAse Tl, RNase TA and In-line probing. Probing reactions were carried-out in 
denaturing conditions except for In-line probing. (C) Secondary structure probing of the 
3' labelled 3'-UTR of hns mRNA in the presence of DsrA has been made as in B. All 
reactions were carried-out in denaturing conditions except In-line probing. (D) Potential 
pairing between hns 5' UTR mRNA and DsrA sRNA as predicted by the probing. 
Figure 3 
DsrA blocks hns mRNA translation (A) The activity of H-NS was mesured by P-
galactosidase assays with strains containing 102 nt or 136 nt long (from +1) Hns'-'LacZ 
translationnal fusions. Both strains carry a plasmid allowing arabinose-dependent DsrA 
expression (pBAD-<isr,4) or an empty control vector (pNM12). (B) The activity of hns 
was mesured by (3-galactosidase assays with a strain containing a translational stop at 
nucleotide 102 (from +1) to mime DsrA effect on translation. Both strains carry a plasmid 
allowing arabinose-dependent DsrA expression (pBAD-cfe/vl) or a control vector 
(pNM12). (C) Northern blot of total RNA extracted from strain containing hns 102 '-lacZ 
fusion with a translational stop at nucleotide 102 (from +1) and hybridized with lacZ-
specific, /im-specific, and DsrA-specific probes. The strain carry a plasmid allowing 
arabinose induced DsrA expression {pQAD-dsrA) or an empty control vector (pNM12). 
5S rRNA was used as loading control. (D) In vitro translation of hns mRNA in presence 
of DsrA and Hfq. hns mRNA (full length was incubated with radiolabeled methionine 
(35S) and translation was carried out with 30S extract. At an equimolar state (1:1:1) DsrA 
with Hfq were able to significantly decrease the translation of hns as we observed in vivo. 
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Figure 4 
The RNAse E is necessary for hns degradation by DsrA (A) Northern blots of total 
RNA extracted from the RNA degradosome mutant (EM1377; me 131) and hybridized 
with probes specific to DsrA and hns. The strain carries a plasmid allowing arabinose-
dependent DsrA expression (pBAD-dswi). Cells were grown in LB media at 37C to an 
OD^oonm of 0.5 and arabinose was added at time 0 (final concentration 0.05%). Total 
RNA was extracted at the indicated time. (B) Northern blots of total RNA extracted from 
the RNAse E mutant (EM1277; rne307l-ts) and the wild-type strain (EM1055) 
hybridized with probes specific to DsrA and hns. Cells were grown in LB media at 30°C 
to an OD6OO of 0.4 and 15 more minutes at 44°C. Arabinose after 15 min at 44°C (final 
concentration of 0,05%). Total RNA was extracted at the indicated time. 5S sRNA was 
used as a loading control. DsrA full length (87 nt) and truncated (60 nt) are visible. (C) 
Northern blots of total RNA extracted from the RNAse E mutant (EM 1277; rne3071-ts) 
and hybridized with probes specific to DsrA and hns. Cells were grown in LB media at 
25°C to an OD600 of 0.4 and 15 more minutes at 44°C. RNA was extracted right before 
the heat shock (at 25°C) and each five minutes until 30 minutes. 5S sRNA was used as a 
loading control. DsrA full length (87 nt) and truncated (60 nt) are visible. 
Figure 5 
RNAse E cleavage site on hns (A) Primer extension assays to determine RNAse E 
cleavage site. The lanes 1-4 and 13-16 are sequencing ladders; lanes 5-8: wild-type hns\ 
lanes 9-12: hns mut 6. An increasing amount of purified flag-RNase E was used. (B) 
Scheme of Mutations in RNAse E cleavage site. The solid arrows indicate the cleavage 
sites (#1 and 2) observed in vitro. (C) The activity of hns was mesured by P-galactosidase 
assays with strains containing 102 nt or 136 nt long (from +1) or a mutated RNAse E 
cleavage site on 136 nt hns-'lacZ fusions. Both strains carry a plasmid allowing 
arabinose-dependent DsrA expression (pBAD-t/.vr^) or an empty control vector (pNM12) 
(D) Northern blot of total RNA extracted from strain containing hns_102'-lacZ and 
hns_136'-lacZfusions mutated for Rnase E initial cleavage site and hybridized with lacZ-
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specific, Jws-specific, and DsrA specific probes. The strain carry a plasmid allowing 
arabinose induced DsrA expression (pBAD-t&M) or a control vector (pNM12). 5S rRNA 
was used as loading control. 
Figure 6 
Analysis of ribonucleases potentially implicated in DsrA truncated production. 
Northern blots of total RNA extracted from several mutant strains for one ribonuclease 
(see table 1) and hybridized with a DsrA-specifie probe. Cells were grown in LB media at 
25°C. Total RNA was extracted at Od6oo of 0.5. 5S sRNA was used as a loading control. 
Figure 7 Model of DsrA mechanism of action on hns mRNA. When DsrA is 
expressed, it pairs to hns. This pairing blocks translation and induces co-degradation of 




The 5' extremity of the truncated form of DsrA is monophosphate. Northern blots of 
total RNA extracted from the wild-type strain (EM1055) and treated with XRN-1 5'3' 
exoribonuclease. The RNA was hybridized with a DsrA-specific. Cells were grown in LB 
media at 37C to an OD6oonm of 0,5 and RNA was extracted. 
FigureS2 
Model of DsrA mechanism of action on hns mRNA. (A) Mechanism on endogenous 
hns mRNA. When DsrA is expressed it pairs to hns. This pairing blocks translation and 
induce degradation of the mRNA-sRNA complex by the RNA degradosome complex. 
(B) On the longest hns-lacZ transcriptional fusion, the mechanism is the same with the 
endogenous gene. (C) The shorter hns-lacZ transcriptional fusion lacks the initial 
cleavage site by RNase E. When DsrA is expressed, it pairs to hns mRNA and block 
translation. The RNA degradosome complex is recruited, but can't degrade the mRNA, 
because there is no cleavage site. The mRNA and sRNA are not degraded. 
Supplementary Material and methods 
XRN-1 assays 
The wild-type strain (EM1055) was grown at 37C in Luria-Bertani (LB) media. The 
RNA was extracted at an ODeoonm of 0,5. 5 ug of the RNA was treated with the enzyme 
XRN-1 (2 U) (New England Biolab) which degrades RNA 5'monophosphorylated. The 
reaction was performed following the manufacturer instructions. 5 ug of untreated RNA 
(negative control). The reaction was stopped by a phenol-chloroform extraction. The 
treated RNA were loaded on a 4% polyacrylamide gel 8M urea and analyzed by Northern 
blot with a DsrA specific probe. The enzyme was used in replacement of Terminator 
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Table 1. Strains and plasmids used in this study 
Strain 
name Relevant markers Reference 
EM 1055 MG1655 A lacZ XI74 Masse and Gottesman (2002) 
JF138 EM 1055 dsrA wcat 
EM 1055 + Plvir (dsrA::cat) 
Gottesman et al. (1995) 
NM543 
MG1655, lacIQFLP-scar, mini-lambda::tetR, 
AlacI-lacZ replaced with pBRlacO-kan-yacZ?-
lacZ N. Majdalani [unpublished] 
AM045 JF138 hfqlv.kan, Hfq- JF138 + PI hfql::kan(EM 1265) 
AM061 NM543 dsrAv.cat NM543 + PI dsrA::cat(JF138) 
AM 102 AM061 lacl':: Hns 136'-'LacZ This study 
AM 133 AM061 lacl'v.hns 102'-lacZ This study 
AM136 AM061 lacl'::hns 136'-lacZ This study 
AM 167 AM061 lacl': :hns_l 3 6stopl02 '-lacZ This study 
AM 178 AM061 lacI'::Hns 102-'LacZ This study 
AMI 81 AM061 lacl'v.hns 136mut6'-lacZ This study 
AMI 85 AM061 lacl'r.hns 136mutl l'-lacZ This study 
EM 1277 EM1055 rne-3071(Ts) zce-726::TnlO 
EM 1055 + PI rne-
3071(EU\213) 
EM1377 
EM1055 rnel31 zce-726::TnlO [EM1374 + 
rnel31 zce-726::TnlO] temp, resistant. 
Leroy et al (2002) Kido et al. 
(1996) 
JF296 pnp-776(del)::kan 
J W5 851-1 Keio 
Collection,CGSC, Yale 
JF289 rbn-750(del): :kan 
JW2263-1 Keio 
Collection,CGSC, Yale 
AM 147 rnr-729(del)::kan 
JW5741-1 Keio 
Collection,CGSC, Yale 
JF291 rnlA 786(del)::kan 
JW2611-1 Keio 
Collection,CGSC, Yale 
JF293 rng- 771 (del):: kan 
JW3216-1 Keio 
Collection,CGSC, Yale 
EM1321 rncl4 mini-//? 10 
EM1055 + PI rncl4m\ri\ 7«10 
Taffik et al. (1989) 
Plasmids 
pNM12 pBAD24 derivative Majdalani et al. 1998 
pBAD-
dsrA pNM12 + DsrA (arabinose inducible promoter) Majdalani et al. 1998 
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Table 2. Oligonucleotides used in this study 
Oligonumber Sequence5'-3' 
EM 146 tgtaatac gactcactatagtgcctggc ggcagtagc gc g 
EM147 atgcctggcagttccctactc 
EM 192 taatacgactcactatagggagatgcctggcagttccctactc 
EM 193 tgcctggcggcagtagcg 
EM 196 taatacgactcactatagggagaaatcccgaccctgaggggg 
EM 197 catcagatttcctggtgtaacg 
EM411 acatccgtactcttcgtgcg 


















EM 1025 taacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacctaatttttccagcatttcttccagcg 
EM 1072 tgtaatacgactcactatagaacaaaccacccc 
EM 1079 taacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgaccatagctgtttcctgtgtgatgtacattctct 
tgcctgc 
EMI 174 taaagaaagttaaaatgccggatctgtacattctcttgcctgc 
EMI 175 taaagaaagttaaaatgccggatcctaatttttccagcatttcttccagcg 
EM1317 ggcaagagaatgttaacttgaaacgctgg 
EM1318 ccagcgtttcaagttaacattctcttgcc 
EM 1431 cgctcttcaacttcagcagcagc 
EM1470 taacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgactgtacattctcttgcctgc 
EM 1472 acgctggaagaaatgctggccacgctcgaagttgttgttaacgaacgt 
71 
EM1473 acgttcgttaacaacaacttcgagcgtggccagcatttcttccagcgt 
EM 1474 acgctggaagaaatgctggccacgctcggatccggcattttaac 
EM1475 gttaaaatgccggatccgagcgtggccagcatttcttccagcgt 
EM 1500 gtacacttgaaacgctggaggcgcggctggccacgctcg 
EM1501 cgagcgtggccagccgcgcctccagcgtttcaagtgtac 
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Chapitre 3 Resultats supplementaires 
3.1 Materiels & methodes supplementaires 
Essais de toeprint 
Les essais de toeprint ont ete realises selon la methode decrite precedemment (Darfeuille 
et al., 2007) avec des modifications. 2 pmol d'ARNm hns non marque (transcrit avec la 
polymerase T7 a partir du produit de PCR EM1072-EM986) etaient incubes avec 0.4 
pmol d'amorce EM1430 radiomarquee en 5' dans le tampon suivant: 20 mM Tris-Cl pH 
7.5, 50 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT. Les reactions etaient chauffees a 90°C 
pendant 1 minute et refroidies sur glace pendant 1 minute. Du MgCh et des dNTPs ont 
ete ajoutes pour atteindre une concentration finale de 10 mM et 1 mM respectivement. 
Pour tester si le sRNA bloque la traduction, DsrA etait ajoute (pour un ratio de 10:1, 
DsrA:hns) et l'incubation se poursuivait pour 10 minutes a 37°C. Ensuite, 2 pmol de 
sous-unite ribosomale 30S etaient ajoutes et le tout incube 5 min. a 37°C. Par la suite, 13 
pmol de tRNAfmet (Sigma-Aldrich) etaient ajoutes. Apres 15 min. d'incubation a 37°C la 
Superscript II etait ajoutee a son tour pour produire de l'ADNc. Suivait une incubation a 
37°C pour 10 minutes puis la reaction etait arretee, L'ADN extrait avec du phenol-
chloroforme et precipite a l'ethanol puis resuspendu dans de l'eau et du tampon de 
chargement loading buffer II (Ambion). L'ADNc a ete analyse sur un gel 6% acrylamide 
8M uree. Le gel etait expose sur un Phosphor screen (Amersham Biosciences) et revele 
avec un Typhoon Trio (GE Healthcare). 
Extraction de I'ARN total 
L'ARN total a ete extrait tel que decrit dans l'article accompagnant ce memoire. 
Buvardage de type Northern 
Les buvardages de type Northern ont eux aussi ete realises tel que decrit dans l'article 
accompagnant ce memoire. 
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Essais XRN-1 
Voir la figure SI de Particle. La seule difference est que l'ARN a ete extrait d'une souche 
oil rppH ou csdA est delete. Voir la legende la figure S1. 
Souches utilisees 
La souche JF185 a ete realisee selon la methode decrite par Yu (Yu et al., 2000). La 
cassette du gene de resistance au tetramycine (tet) a alors ete inseree dans le gene rppH. 
Les amorces utilisees pour realiser le PCR a inserer sont EM 854-EM855. La souche 
JF295 (deaD ::kan) a ete acquise dans la collection de Yale (Baba et al., 2006). Le gene 
modifie a par la suite ete transfere dans une souche sauvage (EMI055) par transduction 
avec le phage PIVir. Les plasmides (decrits dans Materials & methods de l'article) ont 
ete inseres par transformation TSS. 
Tableau 3. Souches supplementaires utilisees 
Souche Description Reference 
JF185 EMI 055 rppHr.tet Cette etude 
AMI 16 dsrAr.cat rppH ::tet + pNM12 (ampR) Cette etude 
AMI 17 dsrA: :cat rppH ::tet + pBAD-dsr^ (ampR) Cette etude 
JF295 JW5531-1 (11447), deaD774::kan, CGSC, Yale Baba et al., 
2006 
AM 126 EMI055 csdA::kan Cette etude 
AM 120 dsrA::cat csdAr.kan + pNM12 (ampR) Cette etude 
AM121 dsrA::cat csdA::kan + pBAD-dsrA (ampR) Cette etude 
Tableau 4. Amorces supplementaires 





3.2 Resultats supplementaires 
Durant ma maitrise j'ai principalement etudie la degradation de hns en presence de DsrA, 
mais j'ai aussi etudie l'impact des proteines RppH et CdsA sur la stabilite de I'ARNm 
hns a 25°Cet 37°C. La section suivante contient les resultats preliminaries de ces 
recherches et une courte discussion a ce sujet, en lien avec les resultats de mon article. 
J'ai egalement inclus des resultats d'experiences alternatives sur le mecanisme DsrA-hns 
qui n'ont pas ete inclus dans l'article. 
L'etude de RppH et CsdA se voulait complementaire a mon sujet de recherche principal, 
suite a des experiences etudiant l'etat du 5'UTR de DsrA tronque (Figure SI de l'article) 
afin de determiner le role de ces proteines dans la degradation de I'ARNm hns a basse 
temperature, done dans un milieu ou DsrA est normalement exprime. 
3.2.1 DsrA ne parvient pas a deloger les ribosomes de I'ARNm hns in vitro 
- - + + DsrA 
-  - +  +  + - -  +  +  +  t R N A  
-  +  + - + - +  +  -  +  3 0 S  








Figure 12. Essai Toeprint pour analyser l'effet de DsrA sur la traduction de hns. L'ARN 
hns 195 a ete incube en presence d'une amorce radiomarquee avec ou sans DsrA (10 uM); 
30S ou Hfq (0.2 uM). Les pistes C, T, A, G sont une echelle de sequenpage. La 
transcription inverse s'est arretee soit au site d'appariement de DsrA soit 18 nucleotides 
en aval du site de liaison des ribosomes (30S). 
J'ai pu observer qu'm vivo, le petit ARN regulateur DsrA bloque la traduction de 
I'ARNm hns, J'ai done voulu verifier si on pouvait trouver le mecanisme exact in vitro. 
Pour ce faire, j'ai realise des essais de toeprint pour observer l'effet de DsrA sur 
1'initiation de la traduction de hns. Un fragment de hns a ete incube avec des elements 
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necessaires a rinitiation de la traduction (30S, tRNA) et ce en presence et en absence de 
DsrA et/ou Hfq. Les differents elements ont ete ajoutes sequentiellement avec des temps 
d'incubation entre chaque pour permettre une bonne interaction avec l'ARNm. La 
transcription a ete realisee avec la transcriptase inverse SuperScript II. Les resultats 
etaient migres sur des gels de sequen9age afin de pouvoir positionner les arrets de 
transcription. J'ai observe que la sous-unite 30S bloque l'elongation de la transcriptase 
inverse en presence de tRNA tel qu'on peut s'y attendre. DsrA ne semble pas bloquer la 
transcription lorsqu'il s'apparie a hns. En general lorsqu'un petit ARN regulateur bloque 
la traduction in vivo on observe la meme chose in vitro en Toeprint. Le sRNA va alors 
competitionner les ribosomes et empecher l'initiation de la traduction. Ce ne semble pas 
etre le cas pour DsrAI hns, puisque DsrA ne parvient pas a deloger les ribosomes. On 
observe le meme blocage au niveau du ribosome qu'en absence de DsrA et on observe 
qu'un faible blocage par DsrA. Hfq ne semble pas avoir d'effet sur l'initiation de la 
traduction non plus, qu'il soit present ou absent. C'est l'absence de resultats concluants 
qui m'a menee a essayer des essais de traduction in vitro pour demontrer que DsrA 
bloque la traduction comme nous avons pu 1'observer in vivo. (Voir article) 




Figure 13. Essai XRN-1 sur ARN extrait d'une souche ArppH. L'ARN a ete extrait a 
37°C puis traite avec l'exoribonuclease 5'-3' XRN-1 qui clive les ARN 5'-
monophosphates. Les ARN ont ensuite ete visualises par buvardage de type Northern 
avec une sonde specifique a DsrA. 
Dans les resultats supplementaires de 1'article, on retrouve un essai avec 
l'exoribonuclease 5'-3' XRN-1 sur une souche sauvage. Pour m'assurer que la forme 
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tronquee de DsrA est bel et bien le produit d?un clivage, j'ai etudie son extremite 5' dans 
une souche ArppH. Dans le cas d"un clivage, la proteine RppH n'aura pas d'impact sur 
l'extremite 5'. S'il s'agit d'un deuxieme promoteur, RppH pourrait dephosphoryler 
l'extremite 5' ce qui mimerait un clivage. L'essai XRN-1 a ete fait sur de TARN total 
extrait a une DOeoonm de 0.5 a 25°C et 37°C DsrA est plus abondant a 25°C done plus 
facile a observer. 5ug d'ARN etaient incubes avec la XRN-1 pendant 30 minutes a 37°C. 
L'ARN traite etait analyse par buvardage de type Northern. Aux deux temperatures, la 
forme tronquee de DsrA est degradee. Cela signifie done que cette derniere est bel et bien 
le fruit d'un clivage de la forme pleine longueur. 
3.2.3 Degradation de l'ARNm hns a 25°C 
(A)25°C 
pBAD-dsrA ArppH + pBAD-dsrA AcsdA + pBAD-dsrA 
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(B)37°C 
pBAD-DsrA ArppH + pBAD-DsrA AcsdA + pBAD-dsrA 
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Figure 14. RppH et CsdA sont necessaires pour la degradation de hns a 25°C mais pas a 
37°C. (A) Buvardage de type Northern de l'ARN total extrait des souches sauvage; 
ArppH; AcsdA a 25°C et hybride avec des sondes radiomarquees specifiques pour hns et 
DsrA.Les souches possedent un plasmide dont l'expression de DsrA est dependante de 
l'arabinose (pBAD-^r^). Les cultures etaient incubees a 25°C jusqu'a une D06oonm de 
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0.5 et l'arabinose (0.05%) a ete ajoutee au temps 0. L'ARN total a ete extrait aux temps 
indiques. (B) Buvardage de type Northern de TARN total extrait des souches sauvage; 
ArppH\ AcsdA a 37°C et hybridees avec des sondes radiomarquees specifiques pour hns 
et DsrA.Les souches possedent un plasmide dont l'expression de DsrA est dependante de 
l'arabinose (pBAD-dsrA). Les cultures etaient incubees a 37°C jusqu'a une D06oonm de 
0.5 et l'arabinose (0,05%) a ete ajoutee au temps 0. L'ARN total a ete extrait aux temps 
indiques.4.2.5 L'ARNr 5S a ete utilise comme controle chargement. 
Suite a l'etude de DsrA tronque a 25°C nous avons voulu voir si RppH avait un effet sur 
la degradation de hns. De plus, une etude de 1'interactome de E. coli (Butland et al., 
2005) suggerait une interaction entre le degradosome et l'helicase CsdA (DeaD). Done, 
j'ai voulu verifier si CsdA etait impliquee dans la degradation de hns a 25°C. Pour etudier 
ces 2 facteurs, j'ai utilise les souches A rppH AdsrA et A csdA AdsrA avec un plasmide 
pBAD-dsrA et j'ai analyse l'effet de DsrA sur la degradation de hns a 25°C et 37°C. 
Premierement a 25°C on voit que la degradation de hns est plus lente dans la souche 
sauvage (Fig 12A). Par contre, dans les souches ArppH et A csdA l'ARN hns est beaucoup 
moins degrade. Ces deux proteines seraient done necessaires a la degradation de 1'ARNm 
hns a basse temperature. A 37°C, la degradation se deroule de la meme fa9on dans la 
souche sauvage que dans les souches mutantes. Done quand la cellule est en conditions 
de basse temperature, elle a besoin de RppH et CsdA pour degrader l'ARNm hns. 
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Figure 15. La demi-vie de l'ARNm hns est plus longue en absence de RppH ou de CsdA 
a 25°C. (A) Buvardage de type Northern de l'ARN total extrait des souches sauvage; 
ArppH; AcsdA a 25°C et hybridees avec des sondes radiomarquees specifiques pour hns 
et DsrA. Les cultures etaient incubees a 25°C jusqu'a une DO600nm de 0.5 et la 
rifampicine (250 ug/mL) a ete ajoutee au temps 0. L'ARN total a ete extrait aux temps 
indiques. (B) Buvardage de type Northern de l'ARN total extrait des souches : sauvage; 
ArppH\ AcsdA a 37°C et hybridees avec des sondes radiomarquees specifiques pour hns 
et DsrA. Les cultures etaient incubees a 37°C jusqu'a une DC^oonm de 0.5 et la 
rifampicine (250 ug/mL) a ete ajoutee au temps 0. L'ARN total a ete extrait aux temps 
indiques. L'ARNr 5S a ete utilise comme controle chargement. 
Pour verifier si l'absence de RppH et CsdA protegeait hns de la degradation a 25°C, j'ai 
verifie la demi-vie de hns extrait de souches ArppH et AcsdA cultivees a 25°C et 37°C 
(Fig 13). J'ai fait croitre une culture de souche sauvage et une de souche ArppH deux 
temperatures jusqu'a une D06oonm de 0.5 puis j'y ait ajoute 250 ug/mL de rifampicine 
pour arreter la transcription au temps 0. L'ARN total extrait a ete analyse par buvardage 
de type Northern avec une sonde specifique a hns. Tel que demontre a la figure 13, a 
25°C alors que la demi-vie de hns est plus longue en absence de RppH, la difference est 
WT SrppH AcsdA 
0- 0+ 2 5 10 15 20 0- 0+ 2 5 10 15 20 0- 0+ 2 5 10 15 20 
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• • m m m m m {
 
t 1 I • 
83 
moins marquee en absence de CsdA. Ces resultats suggerent que la proteine RppH serait 
effectivement impliquee dans la degradation normale de hns a 25°C. 
3.2.5 L'extremite 5' de hns n'est pas influencee par la deletion des genes rppH ou csdA. 
WT ArppH AcsdA 
• +~ ~ + - + XRN-1 
hns 
Figure 16. Essai XRN-1 sur l'ARN extrait d'une souche sauvage ArppH ou AcsdA. 
L'ARN a ete extrait a 25°C puis traite avec l'exoribonuclease 5-3' XRN-1 qui degrade 
les ARN 5'-monophosphates. Les ARN ont ensuite ete visualises par buvardage de type 
Northern avec une sonde specifique a hns. 
Suite aux resultats obtenus avec la degradation a basse temperature et la demi-vie de hns 
dans les souches ArppH et A csdA, j'ai voulu verifier l'etat de l'extremite 5' de hns. J'ai 
done eu recours aux essais XRN-1 que j'avais utilise pour verifier I'origine de DsrA 
tronque. L'ARN a ete extrait a une DO600nm de 0.5 puis traite a la XRN-1 pour etre 
ensuite visualise par buvardage de type Northern. J'ai pu observer que, etrangement, dans 
toutes les souches, l'ARNm hns est dephosphoryle a son extremite 5' meme dans la 
souche ArppH. Cela signifie done qu'il y a un autre element qui explique le 
ralentissement de la degradation a 25°C. 
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Chapitre 4. Discussion 
Mes travaux ont permis de determiner le mecanisme d'action de DsrA sur l'ARNm hns. 
Premierement, j' ai demontre que DsrA bloque la traduction de l'ARNm hns in vivo et in 
vitro en se liant immediatement apres le site de liaison des ribosomes. Par contre, mes 
resultats ne permettent pas de preciser si ce blocage se fait au niveau de 1'initiation de la 
traduction ou bien si le blocage a lieu durant 1'elongation. 
Je m'attendais a ce que les essais toeprint me donnent des indications sur ce point (figure 
10), car c'est une methode couramment utilisee pour demontrer le blocage de l'initiation 
de la traduction par les sRNAs (Bouvier et al., 2008)(Salvail, 2010). Les essais de 
toeprint ont echoue a demontrer le blocage de la traduction par DsrA alors que les essais 
de traduction in vitro ont reussi. J'ai tente de trouver une explication pour l'echec des 
essais toeprint. Ceux-ci se deroulent en presence du minimum d'elements neeessaires a 
l'initiation de la traduction (sous-unites 30S, tRNA initiateur). A 1'inverse, dans les essais 
de traduction in vitro on retrouve des extraits contenant plus de composantes provenant 
de la cellule (extraits cellulaires S30). II est done fort possible que je n'ai pas observe de 
resultats concluants en toeprint car il manque un element dans ces essais compare aux 
essais de traductions in vitro. II pourrait s'agir de proteines aidant l'appariement de DsrA 
et hns. II pourrait etre interessant d'essayer de determiner quel est cet element. Pour ce 
faire, il faudrait etudier les interactomes qui ont ete faits chez E. coli afin de voir quelles 
proteines interagissent avec Hfq et si certaines pouvaient avoir une predilection pour les 
ARN. II faudrait ensuite bien sur tester les proteines ciblees par coimmunoprecipitation 
pour voir si elles interagissent avec hns ou DsrA. 
Une autre explication pourrait justifier l'absence de resultats concluants de toeprint. Le 
repliement des ARN pourrait ne pas etre optimal, ce qui pourrait gener Taction de DsrA 
ou Hfq. Les tampons utilises ne sont pas les memes pour les deux types d'essais, les 
concentrations en sels tels que le MgC^ ne sont pas les memes pour les deux, d'ou une 
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possible variation dans le repliement de TARN. II serait possible d'obtenir de meilleurs 
resultats en variant la composition de certains tampons. Toutefois, cela apporterait 
d'autres problemes, puisque les tampons des essais de toeprint sont tres specifiques a ces 
experiences. 
Dans les essais de toeprint (figure 10) et les essais de traduction in vitro (figure 3D de 
l'article), j'ai remarque que Hfq, en assez grande quantite, diminue la traduction, et ce, 
malgre I'absence de DsrA. Etant donne que I'ajout de DsrA diminuait cet effet, cela 
pourrait etre du a une sequestration de Hfq par DsrA, ce qui empecherait Hfq de se lier a 
l'ARNm. Mes essais de traduction in vitro (figure 3D de l'article) montrent bien que 
DsrA a besoin de Hfq pour bloquer la traduction de l'ARNm hns. II serait aussi possible 
que DsrA se lie a hns pour y emmener Hfq. Cette derniere pourrait etre l'element qui 
bloque la traduction et DsrA serait simplement un lien entre l'ARNm et Hfq. De plus, le 
recrutement de Hfq pourrait coi'ncider avec le recrutement de la ribonuclease E. II a 
effectivement ete montre que Hfq est lie a la RNase E dans certaines conditions (Morita 
et al., 2005). La combinaison DsrA-Hfq-RNase E serait tres efficace pour arreter la 
traduction et provoquer la degradation de l'ARNm hns. 
Bien qu'il soit possible que la traduction soit arretee en aval du site de liaison de 
ribosomes, il est plus probable qu'il s'agisse d'un blocage de l'initiation de la traduction. 
Le site de clivage de la RNase E se situe au 22e codon du cadre de lecture de hns. 
L'espace pour provoquer une interruption de la traduction, et denuder le site de clivage 
est alors plutot restreint. De plus, selon les travaux menes dans le laboratoire du Dr. Jorg 
Vogel, lorsqu'un sRNA s'apparie a sa cible a une courte distance du site de liaison des 
ribosomes, soit a l'interieur de 5 codons, son appariement induit un encombrement 
sterique. Cet encombrement empecherait l'initiation de la traduction meme s'il n'y a 
aucun appariement au niveau du RJBS ou du codon d'initiation (Bouvier et al., 2008). Si 
on suit cette tendance, il est fort probable que DsrA bloque l'initiation de la traduction de 
hns, bien que l'on ne l'observe pas specifiquement dans nos essais. 
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II reste done un certain travail a faire a ce niveau. Toutefois, les preuves in vivo sont tout 
de meme tres fortes. II suffirait de trouver les bonnes conditions in vitro pour bien 
caracteriser le moyen utilise par DsrA pour bloquer la traduction. 
Deuxiemement, j'ai pu determiner que TARNm hns etait degrade a son 131 e nucleotide 
par la RNase E. Toutefois quand j'ai mute ce site (hns_I00mut6'-lacZ) pour montrer 
qu'il est necessaire a la degradation de l'ARNm hns, on a observe un decalage du site de 
degradation vers l'amont de l'ARNm dans un autre site riche en A-U. Toutefois, 
Tefficacite de la degradation in vivo avait chute de 12% (figure 5C et 5D de l'article), ce 
qui n'est pas negligeable. J'ai ensuite mute ce deuxieme site en plus du premier site (pour 
creer la construction hns lOOmutl 1 '-lacZ). Encore une fois, je continuais a avoir un 
clivage, avec une efficacite de clivage de 36% plutot que de 50% pour l'ARN hns 
sauvage. J'ai done decide d'arreter de muter la sequence apres la deuxieme mutation. II 
semble qu'etant donne sa sequence riche en A-U, hns est tres sensible a Taction de la 
RNase E du complexe degradosome ARN. Je suis toutefois confiante qu'il s'agit bien la 
du site de clivage, car si on retire les nucleotides 103 et plus de la sequence il n'y a plus 
de clivage (figure 2A de l'article) et le clivage au site 131 etait le seul visible dans les 
essais in vitro sur hns sauvage (Figure 5A de l'article). II serait toujours possible de muter 
le troisieme site si on parvient a Tidentifier, mais alors hns commencerait a avoir 
plusieurs mutations et cela pourrait fausser le repliement de son ARNm. 
Du cote de DsrA tronque, les resultats que j'ai obtenus ne m'ont pas permis de 
determiner Torigine de la forme tronquee, bien qu'il s'agisse des resultats les plus 
exhaustifs a ce sujet jusqu'a maintenant. J'ai teste les ribonucleases de E. coli disponible 
sans observer d'effet negatif sur la production de DsrA tronque. La PNPase semble 
toutefois necessaire a la degradation de DsrA tronque. Je me suis interessee a Torigine de 
DsrA tronque notamment parce que lorsque j'exprimais DsrA tronque a partir d'un 
plasmide j'observais que sur TARNm hns il avait le meme effet que DsrA pleine 
longueur, mais qu'il etait incapable de stabiliser TARNm rpoS. Je n'ai pas inclus ces 
resultats dans l'article, car lorsqu'il est exprime a partir d'un plasmide, DsrA tronque a 
une extremite 5'-triphosphate plutot que monophosphate comme on le retrouve dans la 
87 
cellule. Ces resultats confirment ce qui avait ete observe indirectement par l'equipe du 
laboratoire de Gottesman en 1998 (Majdalani et al., 1998). 
Cette capacite a provoquer 1'arret de traduction de hns et sa degradation souleve une 
question importante pour DsrA tronque et les travaux qui lui sont associes. Est-ce que 
DsrA tronque est seulement un residu de degradation difficile a eliminer de par sa 
structure, ou bien est-il vraiment une forme utile de DsrA? Bien qu'il soit capable lui 
aussi de diminuer la quantite d'ARNm hns dans la cellule quand il est exprime a partir 
d'un plasmide, cela ne veut pas necessairement dire qu'il a un role in vivo. Je n'ai pas 
explore cette avenue pendant ma maitrise, mais il serait tres interessant de construire une 
souche produisant soit seulement DsrA tronque soit seulement DsrA pleine longueur et 
de noter les phenotypes crees en etudiant la croissance a basse temperature, la survie a pH 
acide et les niveaux des ARNm de hns et de rpoS. 
La production d'une souche produisant un DsrA tronque conforme a celui produit in vivo 
requerrait l'utilisation d'un plasmide avec un ribozyme en 5' de DsrA tronque afin que 
son extremite 5' soit monophosphate et non triphosphate. La production d'une souche 
produisant seulement DsrA pleine longueur est plus problematique, car il faut d'abord 
connaitre la source de DsrA tronque pour pouvoir l'eliminer. Comme je l'ai mentionne 
dans l'article le clivage produisant DsrA tronque pourrait etre le fruit d'un 
chevauchement fonctionnel entre deux ribonucleases ou du clivage d'une ribonuclease 
encore inconnue jusqu'ici. 
Mes travaux de recherche ne se sont pas limites a l'etude du mecanisme de DsrA sur 
l'ARNm hns, j'ai aussi etudie la degradation de l'ARNm hns a basse temperature. J'ai 
voulu verifier si la degradation de hns en presence de DsrA se deroulait de la meme fa9on 
a 25°C et 37°C. Si les resultats a 25°C sont semblables a ceux obtenus a 37°C, je peux 
speculer que ce qui se deroule a 37°C en fait de degradation se deroule de la meme fa?on 
a basse temperature, dans les conditions normales d'expression de DsrA. J'ai effectue 
mes experiences a 37°C car il est plus aise de faire les experiences a cette temperature in 
vivo, mais surtout in vitro, etant donne les temperatures d'incubations des differentes 
enzymes recombinantes utilisees. 
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Pour etudier la degradation a 25°C, j'ai simplement realise les memes experiences qu'a 
37°C. J'ai fait croitre les bacteries et j'ai extrait leur ARN total pour ensuite l'analyser a 
l'aide de buvardages de type Northern. Les resultats montrent qu'en presence de DsrA 
l'ARNm hns est degrade, bien que la reaction soit plus lente a 25°C qu'a 37°C. Cela peut 
etre aisement explique par le fait qu'a basse temperature tous les processus de la cellule 
sont ralentis. Ainsi, il est vraisemblable que les resultats obtenus a 37°C dans une souche 
sauvage puissent s'appliquer a 25°C. 
J'ai pousse l'etude a 25°C un peu plus loin et j'ai etudie la degradation et la demi-vie de 
DsrA avec des souches ArppH et AcsdA. J'ai etudie la souche AcsdA car CsdA est une 
helicase liee au degradosome (Prud'homme-Genereux et al, 2004) a basse temperature et 
elle aurait un role a jouer dans la degradation des ARNm (voir plus bas). J'ai aussi etudie 
le mutant A rppH suite a l'etude des resultats de I'interactome de E.coli (Butland et al, 
2005). Dans cette etude de I'interactome, RppH semblait liee a CsdA. J'ai done voulu 
voir si RppH avait un role a jouer dans la degradation d'un ARNm a basse temperature. 
Dans les deux souches mutantes, la degradation de hns en presence de DsrA est diminuee 
en absence de ces proteines a 25 °C mais pas a 37°C. La demi-vie est affectee de la meme 
fa9on. Elle est plus longue dans les souches portant une deletion du gene, bien que dans 
la souche A csdA l'effet soit moins marque que dans la souche A rppH. Dans les deux cas, 
e'est l'efficacite de la degradation qui est affectee. 
II a ete suggere que CsdA soit impliquee dans la degradation de certains ARNm, car 
contrairement aux autres helicases, elle peut remplacer RhlB dans la composition du 
complexe degradosome ARN dans une souche ArhlB (Charollais et al., 2003; Khemici et 
al., 2004; Yamanaka et Inouye 2001). Ce n'est pas le cas de toutes les helicases. Par 
exemple, SrmB, qui fait partie de la meme famille et aussi presente au complexe du 
degradosome ARN a 25°C, ne remplace pas RhlB (Charollais et al, 2003). De plus, la 
degradation de hns n'est pas affectee dans une souche HsrmB (Resultats non montres). 
Son role est seulement de participer a la maturation des ARN ribosomaux (Charollais et 
al, 2003). Ici je montre directement que CsdA est bel et bien necessaire a la degradation 
de l'ARNm hns a basse temperature. CsdA est fort probablement requis pour la 
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destructuration de I'ARNm afln de le rendre plus susceptible a Faction de la RNase E. En 
effet, a basse temperature, l'ARN tend a former des interactions plus fortes et une 
structure plus compacte. 
Aussi, j'ai pense que CsdA pourrait etre necessaire a Taction de la pyrophosphohydrolase 
ARN RppH. Cette proteine necessite un certain nombre de nucleotides libres pour 
dephosphoryler l'ARN et le rendre plus susceptible a Taction du complexe degradosome 
ARN (Deana et al., 2008). CsdA pourrait done etre necessaire a Touverture de certaines 
structures pour permettre Taction de RppH. Toutefois suite a des experiences avec la 5'-3r 
exoribonuclease j'ai observe que I'extremite 5' de I'ARNm hns etait bel et bien 
monophosphate dans une souche AcsdA (Figure 14). Cela signifie done que CsdA n'est 
pas necessaire pour la dephosphorylation de I'extremite 5'. CsdA pourrait toutefois etre 
necessaire pour destructurer TARN dans cette region. Elle pourrait aussi jouer son role 
d'helicase a un autre niveau de I'ARNm hns pour permettre la degradation. CsdA 
pourrait par exemple disassembler des interactions entre des parties distales de TARN ou 
destructurer TARN pour mettre a jour le site de clivage de la RNase E. II est aussi a noter 
que CsdA a besoin d'une extremite simple brin pour fonctionner, tout comme RppH, ce 
qui limite son role potentiel dans une etape pre-dephosphorylation (Bizebard et al., 2004; 
Turner et al., 2007). 
Des essais supplementaires avec la XRN-1 (figure 14) m'ont aussi montres que dans une 
souche t^rppH, I'extremite 5' de I'ARNm hns est egalement monophosphate. J'ai repete 
ce resultat a de nombreuses reprises avec differents echantillons, car il me semblait peu 
probable que, dans une souche ou la pyrophosphohydrolase est absente, I'ARNm hns 
puisse etre dephosphoryle. II semble pourtant que ce soit le cas. Mon hypothese de depart 
etait que pour influencer la degradation de I'ARNm hns a 25°C, RppH devait 
dephosphoryler I'extremite 5' de TARN afin de le rendre plus susceptible a la RNase E. II 
semble toutefois que ce ne soit pas le cas. II est egalement possible que les essais XRN-1 
ne soient pas assez sensibles et qu'il y ait un changement plus subtil dans les ratios tri- vs 
monophosphoryle. Pour obtenir des resultats plus precis, il faudrait effectuer des essais 
PABLO (Celesnik et al., 2008). Un essai PABLO cxploitc la capacite d'une extremite 5'-
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triphosphate d'ARN a etre ligue a un brin d'ADN par une ligase. L'ARN est mis en 
incubation avec une ligase et un oligomere d'ADN complementaire en 3'. Cet oligomere 
sera par la suite lui aussi ligue a un autre oligomere de 40 nucleotides. Apres l'incubation 
le complexe est visualise par Northern blot. Si 1'ARN est 5'-triphoshate il y aura une 
difference de migration avec TARN controle. J'ai effectue quelques tentatives d'essais 
PABLO, mais je n'obtenais que de TARN degrade. 
Suite a ces essais aux resultats plus ou moins concluants, j'ai explore une autre avenue 
pour comprendre le role de RppH dans la degradation a basse temperature. Comme je l'ai 
mentionne plus haut, des etudes de l'interactome d'E. coli ont montre une possible 
interaction entre la proteine RppH (nomme YgdP dans I'article) et les helicases du 
degradosome a basse temperature, CsdA et SrmB (Butland et al., 2005). Pour etudier 
cette possibility j'ai extrait le degradosome ARN a l'aide d'un RNase E-FLAG. J'ai fait 
exprimer cette RNase E-FLAG dans une culture sauvage et je l'ai purifiee a l'aide d'une 
resine FLAG. J'ai fait migrer le degradosome extrait a 25°C avec un echantillon extrait 
de la meme fa9on, mais a 37°C. J'ai cherche des differences dans le patron de proteines 
au niveau de 20 kDa (poids moleculaire de RppH) mais je n'ai pas note de differences. 
J'en ai done conclu que RppH est probablement lie de fafon transitoire au degradosome 
lorsqu'il est requis puis il se detache une fois sa tache accomplie. II serait interessant de 
pousser plus loin les recherches sur RppH, car e'est une proteine nouvellement 
caracterisee et les informations a son sujet sont peu nombreuses. 
En 2004, l'equipe du Dr. Belfort a demontre que DsrA est essentiel a la survie dans un 
milieu acide (Lease et al., 2004). lis ont montre que sans DsrA la survie a pH 2 etait 
compromise, a la fois dans une souche non-pathogene et une souche pathogene 
(enterohemorragique). Toutefois, ils n'ont pas montre si DsrA se trouvait plus exprime a 
bas pH. J'ai voulu verifier si je pouvais observer une augmentation de la quantite de 
DsrA et DsrA tronque. J'aurais alors eu un systeme ou j'aurais pu plus aisement observer 
l'effet de DsrA du a une augmentation naturelle. J'ai done fait croitre la souche sauvage a 
25°C et 37°C puis a un DOeoonm^ 0,5 j'ai ajoute du HC1 pour obtenir un pH 2, puis j'ai 
preleve l'ARN a differents temps. Je n'ai pas observe de hausse de DsrA, pleine longueur 
91 
ou tronque, lorsque le pH etait abaisse. Done DsrA est essentiel, mais son expression ne 
semble pas modifiee pour autant. II s'agit ici toutefois de resultats preliminaries et pour 
en venir a une conclusion definitive il serait preferable d'effectuer ces essais entre pH 2 et 
pH 7 pour vraiment observer 1'evolution de la production de DsrA. 
La bacterie subit un choc semblable lorsqu'elle transite par l'estomac de l'hote humain. 
Puisqu'il semble essentiel a la survie lors du passage dans Testomac, DsrA demeure un 
sujet de recherche extremement interessant et important pour la bonne comprehension des 
mecanismes de reponse aux stress de la bacterie. 
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Chapitre 5. Conclusion 
Le but premier de mon travail etait de caracteriser le mecanisme d'action du petit ARN 
DsrA sur l'ARNm hns. J'ai done voulu verifier la validite de l'hypothese proposee par 
Lease en 2004 (voir Figure 9) (Lease et al, 2004). J'ai pu demontrer que non seulement 
DsrA ne s'apparie pas a la region 3' UTR de hns mais qu'en plus celle-ci n'est pas du tout 
impliquee dans la regulation post-transcriptionnelle de hns par DsrA. Cela correspond a 
l'hypothese que j'avais formulee au depart. Le mecanisme d'action de DsrA sur hns est 
assez semblable a celui de RyhB sur sodB, bien que le site de clivage par la RNase E dans 
hns soit plus pres du codon d'initiation de la traduction que celui de sodb (Prevost et al., 
2011). Cela confirme un peu plus la theorie voulant que lorsque les sRNAs provoquent 
un arret de traduction de leur ARNm cibles ils provoquent egalement la degradation de 
leur ARN, cible en recrutant le complexe degradosome ARN. 
Suite a mes travaux, je peux conclure que DsrA se lie immediatement en aval du codon 
de depart de l'ARNm hns et bloquer sa traduction. Toutefois, il m'a ete impossible de 
determiner, avec les outils a ma disposition, si DsrA entre en competition avec les 
ribosomes pour bloquer la traduction. J'ai seulement pu observer que celle-ci etait 
bloquee in vivo, par des essais B-galactosidase et in vitro, par des essais de traduction in 
vitro. Les essais de toeprint normalement utilises pour determiner s'il y a une competition 
entre les ribosomes et le sRNA s'est montre inefficace pour ces ARN. 
J'ai aussi demontre qu'en plus de bloquer la traduction, DsrA va recruter le complexe 
degradosome ARN et provoquer une degradation active de l'ARNm au nucleotide 131, 
dans la region codante. Cette degradation fait en sorte que Taction de DsrA est 
irreversible. Je ne m'attendais pas a ces resultats, car on observe toujours une certaine 
quantite de hns non degrade en presence de DsrA. 
J'ai egalement verifie pendant ma maitrise si la forme tronquee de DsrA est produite par 
la RNase E ou d'autres ribonucleases d'E. coli. Selon mes resultats, la forme tronquee de 
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DsrA n~est pas le produit d'un clivage de la RNase E, ni d'aucune autre ribonuclease 
commune de E.coli. II est toutefois certain que c'est le produit d'un clivage car son 
extremite 5' est monophosphorylee meme dans une souche ArppH. 
En complement de mon projet principal j'ai egalement etudie la degradation de l'ARNm 
hns a basse temperature, ou DsrA est normalement exprime. L'ARNm hns est degrade 
selon le meme patron de degradation qu'a 37°C dans une souche sauvage. Toutefois, 
lorsque Ton retire la proteine RppH ou CsdA (DeaD), la degradation de hns est 
compromise. De plus, la demi-vie de hns est plus longue dans ces memes souches a 25°C 
mais pas a 37°C. 
Dans le futur, les points a eclaircir seront premierement l'origine exacte de DsrA tronque. 
Deuxiemement, il serait aussi tres interessant de determiner si DsrA entre en competition 
avec les ribosomes ou bien si son role est d'apporter Hfq pour que celle-ci bloque le site 
d'attachement des ribosomes. Finalement il serait necessaire de determiner comment 
RppH influence la degradation de l'ARNm hns. II pourrait s'agir la d'un nouveau 
mecanisme de degradation propre a un environnement a basse temperature et au 
complexe degradosome ARN a 25°C. 
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